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Vse večja pojavnost odpornosti bakterij proti protibakterijskim učinkovinam je posledica 
široke uporabe antibiotikov in predstavlja zdravstveni problem na svetovni ravni. 
Odkrivanje spojin z novimi mehanizmi protibakterijskega delovanja ter razvijanje pristopov 
s katerimi bomo zaobšli mehanizme rezistence, je tako ključnega pomena za obvladovanje 
bakterijskih okužb. Velik potencial pri iskanju novih protibakterijskih učinkovin so izkazali 
benzotiazolni zaviralci DNA-giraze, katerih tarčno mesto predstavlja vezavni žep za ATP, 
ki se nahaja na podenoti GyrB. Kot pristop za obhod mehanizmov rezistence z izvorom na 
celični membrani se je za uporabnega izkazala tvorba konjugatov med protibakterijsko 
spojino ter mimetikom siderofora (strukturni element molekule, ki tvori kompleks z 
železom). Princip izvira iz narave, kjer nekateri sevi bakterij izločajo v tekmovanju za železo 
konjugate s toksini, ki jih druge bakterije privzamejo z aktivnim transportom, namenjenim 
privzemu kompleksov med sideroforiin železom. 
Z namenom iskanja protibakterijskih spojin z novimi mehanizmi delovanja ter pristopov za 
obhod bakterijske rezistence smo v okviru magistrske naloge, izhajajoč iz že poznanih 
benzotiazolnih zaviralcev DNA-giraze, načrtovali in sintetizirali benzotiazolne zaviralce z 
modificiranim osnovnim skeletom ter tvorili konjugate z mimetiki sideroforov.  
Sintetizirali smo pet končnih spojin, ki smo jim ovrednotili zaviralno aktivnost na encimu 
ter protibakterijsko delovanje. Od testiranih končnih spojin sta najboljšo zaviralno aktivnost 
na encimskem nivoju pokazali spojini 22 in 32. Protibakterijsko delovanje proti po Gramu 
pozitivnim bakterijam je najmočnejše pri spojini 22, proti po Gramu negativnim bakterijam 
pa pri nobeni končni spojini aktivnosti nismo opazili. Pri tvorbi konjugatov smo 
predpostavili, da cepitev distančnika ni potrebna, saj je v primeru spojin 7 in 13 mimetik 
siderofora usmerjen proti topilu, pri spojini 32 pa v hidrofobni žep vezavnega mesta, kjer 
tvori interakcije, ki ugodno vplivajo na jakost vezave. Glede na rezultate biokemijskega 
testiranja je razvidno, da so sintetizirani benzotiazoli močni zaviralci DNA-giraze v 
nanomolarnem območju. Pri določanju protibakterijskega delovanja nismo opazili 
pozitivnega učinka uporabe konjugatov z mimetiki sideroforov. Sintetizirani benzotiazolni 
zaviralci s hidroksilno funkcionalno skupino na osnovnem benzotiazolnem obroču pa 
ponujajo odlično izhodišče za nadaljnje načrtovanje ter optimizacijo delovanja zaviralcev. 
Ključne besede: bakterijska rezistenca, benzotiazolni zaviralci, DNA-giraza, konjugati, 
protibakterijske spojine, siderofori.   






The increasing incidence of bacterial resistance against antibacterial agents, which is a 
consequence of the wide use of antibiotics, is becoming a global health problem. For the 
control of bacterial infections discovery of antibacterial agents with novel mechanism of 
action and the development of therapeutic approaches to overcome resistance mechanisms 
is of great importance. Benzothiazole-based DNA gyrase inhibitors, which target the binding 
pocket for ATP located at the GyrB, have shown high potential in the search for new 
antibacterial agents. One of the possible approaches to surpass the resistance mechanisms 
with the origin in the cell wall is the use of siderophore-antibacterial agent conjugates. The 
principle comes from nature, where such conjugates are produced by some bacteria and are 
in competition for iron released into the environment, where they are taken up by other 
bacteria via specific ATP depended iron uptake system.  
In order to search for new antibacterial compounds with novel mechanisms of action and 
approaches to overcome bacterial resistance, starting from already known benzothiazole 
DNA gyrase inhibitors, we designed and synthesized benzothiazole inhibitors with a 
modified scaffold and formed conjugates with siderophore mimetics. 
Five final compounds were synthesized and tested for their enzymatic inhibitory and 
antibacterial activity. Compounds 22 and 32 displayed the best enzymatic activity of the 
tested compounds. The most potent antibacterial activity against Gram-positive bacteria 
displayed compound 22, however, compounds were devoid of activity against Gram-
negative bacteria. We made the assumption that there was no need for cleavage of the 
siderophore mimetic, because in the case of compounds 7 and 13 the siderophore fragment 
points towards the solvent and in the case of compound 32 it is directed into the hydrophobic 
pocket of the binding site, where it forms interactions that favorably affect the binding 
affinity. According to the results of the biochemical assays, it is evident that the synthesized 
benzothiazoles inhibit DNA gyrase in the nanomolar range. In the antibacterial activity 
evaluation, no positive effect of the use of conjugates with siderophore mimetics was 
observed. Synthesized benzothiazole inhibitors with a hydroxy group on the scaffold are an 
excellent starting point for further design and optimization of DNA gyrase inhibitors. 
Key words: antibacterial compounds, bacterial resistance, benzothiazole inhibitors, 
conjugates, DNA gyrase, siderophore .   














DMSO-d6 devteriran dimetil sulfoksid 
EDC N-(3-(dietilamino)prop-1-il)-N'-etilkarbodiimid hidroklorid 
ESI ionizacija z razprševanjem (ang. electrospray ionization) 
GyrA podenota A DNA-giraze 
GyrB podenota B DNA-giraze 
gtt kapljica (lat. gutta) 
HEM Fe2+ kompleksirano s porfirinom 
HEX heksan 
HOBT 1-hidroksibenzotriazol hidrat 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high performance/pressure 
liquid chromatography) 
HRMS masna spektrometrija visoke ločjivosti (ang. high resolution mass spectrometry) 
IC50 srednja inhibitorna koncentracija 
IUPAC Mednarodna zveza za čisto in uporabno kemijo (ang. International Union of Pure 
and Applied Chemistry) 
J sklopitvena konstanta 
m multiplet 
MeOH metanol 
MF mobilna faza 
MIC minimalna zaviralna koncentracija (ang. minimal inhibitory concentration) 
MS masna spektrometrija 
NMM N-metilmorfolin 
NMR jedrska magnetna resonanca (ang. nuclear magnetic resonance) 




OMT prenašalec na zunanji membrani (ang. outer-membrane transporter) 
ParC podenota C topoizomeraze IV 
ParE podenota E topoizomeraze IV 
Pd/C paladij na ogljiku 
PMB 4-metoksibenzil 
PMB-Cl 4-metoksibenzil klorid 
ppm delcev na milion (ang. parts per million) 
Rf retencijski faktor 
s singlet 
SBP siderofor vezoči protein (ang. siderophore-binding protein) 
t triplet 
TBDS terc-butildimetilsilil 
TBDS-Cl  terc-butildimetilsilil klorid 
TFA trifluoroocetna kislina 
TGaza transglukozidaza 
TLC tankoplastna kromatografija (ang. thin layer chromatography) 
TMS trimetilsilan 
TonB-ExbBD sistem proteinov vezanih na notranjo celično membrano, udeležen pri transportu 
kompleksa siderofor-Fe pri po Gramu negativnih bakterijah 
TPaza transpeptidaza 
tr retencijski čas 
UV ultravijolična svetloba 
WHO Svetovna zdravstvena organizacija (ang. World Health Organization) 






1.1 PROTIBAKTERIJSKE UČINKOVINE IN BAKTERIJSKA REZISTENCA 
Bakterijske okužbe so bile v preteklosti za človeka usodne, zato smemo odkritje 
protibakterijskih učinkovin postaviti ob bok največjim odkritjem človeštva. Večina 
protibakterijskih učinkovin, ki jih uporabljamo v klinični praksi, izvira iz zlate dobe 
antibiotikov, za katere začetek štejemo klinično uporabo penicilina. Po letu 1960, ki 
predstavlja konec zlate dobe antibiotikov, je v klinično uporabo prišlo zelo majhno število 
učinkovin z novimi mehanizmi delovanja, medtem pa se soočamo z vse večjim pojavom 
rezistentnih in multirezistentnih bakterij. Tako so nam danes poznani mehanizme bakterijske 
rezistence na praktično vse razrede poznanih protibakterijskih učinkovin (preglednica 1) (1, 
2, 3). 
Preglednica 1: Predstavniki protibakterijskih učinkovin, njihove tarče in rezistenca. 
Prirejeno po (1). 








efluks, hidroliza, spremenjena 
tarča 
AMINOGLIKOZIDI gentamicin, streptomicin translacija 
fosforilacija, acetilacija, 
efluks, spremenjena tarča 
GLIKOPEPTIDI vankomicin biosinteza peptidoglikana spremenjena biosinteza 
MAKROLIDI eritromicin, azitromicin translacija 
glikozilacija, fosforilacija, 
hidroliza, efluks, spremenjena 
tarča 
TETRACIKLINI doksicilin translacija 
monooksigenacija, efluks, 
spremenjena tarča 
LINKOZAMIDI klindamicin translacija 
nukleotidilacija, efluks, 
sprememba tarče 
FENIKOLI kloramfenikol translacija 
acetiliranje, efluks, 
spremenjena tarča 
OKSAZOLINI linezolid translacija efluks, spremenjena tarča 
SULFONAMIDI sulfametoksazol metabolizem efluks, spremenjena tarča 
PIRIMIDINI trimetoprim metabolizem efluks, spremenjena tarča 
LIPOPEPTIDI daptomicin celična membrana spremenjena tarča 
RIFAMICINI rifampin transkripcija 
ADP-ribozilacija, efluks, 
sprememba tarče 
KATIONSKI PEPTIDI kolistin celična membrana efluks, sprememba tarče 
STREPTOGRAMINI sinercid translacija 
C-O liaza, acetiliranje, efluks, 
sprememba tarče 








Največji problem predstavljajo življenje ogrožajoče okužbe s patogeni iz skupine ESKAPE 
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter species), ki jih je WHO razglasila za 
prioritetno področje odkrivanja in razvoja novih protibakterijskih učinkovin. Problem pojava 
rezistence v takem obsegu je posledica neustrezne in pretirane uporabe protibakterijskih 
učinkovin, ki jo je omogočil razvoj poceni sinteznih postopkov z visokim izkoristkom. Samo 
področje raziskovanja je zaradi relativno majhnega števila uporabnikov postalo za velike 
korporacije nezanimivo, saj si od njega ne gre obetati takega dobička kot v primeru kroničnih 
terapij široke populacije. Dejstvo pa je, da je potreba po učinkovinah z novimi mehanizmi 
protibakterijskega delovanja nujna za ohranjanje javnega zdravja, če se želimo izogniti 
ponovnemu pojavu temnih obdobij človeštva, ko to še ni poznalo antibiotikov (2, 4).  
1.1.1 Mehanizmi rezistence 
Ločimo tri različne mehanistične pristope, s katerimi se bakterije zoperstavijo delovanju 
protibakterijskih učinkovin: 1) odstranjevanje učinkovine iz bakterije; 2) modifikacija tarče; 
3) inaktivacija protibakterijske učinkovine. Običajno pri razvoju rezistence ne gre samo za 
enega od naštetih pristopov, temveč za kombinacijo večih (preglednica 1) (5). 
1) Odstranjevanje učinkovine iz bakterije 
Učinkovine, ki delujejo na tarče v citosolu bakterije, torej tiste, ki delujejo na sisteme 
sinteze proteinov (eritromicini, tetraciklini) ter podvajanja DNA (kinoloni), se morajo v 
zadostni koncentraciji akumulirati v celici, da dosežejo baktericidnost. Pri bakterijah so 
tako prisotne membranske proteinske črpalke, ki izčrpavajo lipofilne in amfifilne 
molekule hitreje, kot lahko te difundirajo v notranjost bakterije. Tovrstne črpalke so 
prisotne pri večini bakterij in predstavljajo neke vrste konstitutivno odpornost – 
bakterije se na ta način zaščitijo tudi pred delovanjem lastnih toksinov, ki jih izločajo v 
okolje. Shematsko je delovanje efluksnih črpalk prikazano na sliki 1a (6). 
2) Modifikacija tarče 
Neučinkovitost učinkovine se pri tem mehanizmu doseže z modifikacijo oz. s kamuflažo 
tarčnega mesta. Primer takega mehanizma rezistence srečamo pri bakterijah odpornih 
proti eritromicinu, ki z metiltransferazami modificirajo specifične aminokislinske 
ostanke encima tako, da modifikacija vpliva na afiniteto vezave antibiotika, same 
biosintezne lastnosti encima pa ostanejo nespremenjene. 




Strategijo reorganizacije vezavnega mesta srečamo tudi pri bakterijah rezistentnih proti 
vankomicinu (slika 1b), pri kateri gre za spremembo biosintezne poti peptidoglikana. 
Zamenjava končnega D-alanina z D-laktatom nima vpliva na funkcionalnost 
peptidoglikana, se pa modifikacija odraža v znižani vezavni afiniteti vankomicina (6). 
3) Inaktivacija protibakterijske učinkovine 
Klasičen primer inaktivacije protibakterijske učinkovine srečamo pri rezistenci na 
penciline in cefalosporine, pri čemer gre za encimsko hidrolizo β-laktamskega obroča. 
Bakterije tako v periplazmo izločajo β-laktamaze, ki so sposobne inaktivirati veliko 
količino antibiotika, ki po odprtju β-laktamskega obroča ne deluje več na 
transpeptidazo. Omenjeni primer rezistence je prikazan na sliki 1c. 
Pri drugih razredih protibakterijskih učinkovin, ki ne vsebujejo bojne glave, ki je 
povržena hidrolizi, se encimska inaktivacija lahko vrši na drugačne načine. Pri 
aminoglikozidih (slika 1d) gre za modifikacije na periferiji molekule antibiotika, ki 
onemogočajo vezavo na RNA v ribosomih. Opažene so bile modifikacije antibiotika 
preko adenilil transferaz, fosforil transferaz in acetil transferaz (5, 6). 
 
Slika 1: Primeri različnih mehanizmov rezistence. Prirejeno po (6). 
1.1.2 Pridobitev rezistence 
Bakterija pridobi rezistenco proti določeni spojini na več načinov. Lahko pride do mutacije, 
ki ji sledi selekcija, pri kateri obstanejo rezistentni sevi, ti pa se nato naprej razmnožujejo. 




Do takšnih mutacij s selekcijo ne prihaja samo pri neustrezni uporabi protibakterijskih 
učinkovin v klinične namene, ampak tudi v raznih odpadnih vodah, kjer so tudi prisotne. 
Bakterija lahko gene za rezistenco pridobi tudi od drugih bakterij, ki so lahko istih ali drugih 
sevov, kar je dodatno skrb vzbujajoče. Prenos gena lahko poteka preko procesov, kot so 
konjugacija, transdukcija in transformacija. Pri konjugaciji gre za prenos genov preko 
direktnega stika dveh bakterij, med katerima se tvori proteinska struktura – pilus. 
Transdukcija poteka preko bakteriofagov – takšen prenos genov ni pogost. Pri transformaciji 
pa govorimo o prevzemu bakterijske DNA iz bakterije, ki je lizirala in sprostila svoj genom 
v okolje (1, 3). 
1.2 DNA-GIRAZA 
DNA-giraza je esencialen bakterijski encim, ki katalizira z molekulo ATP-ja pogojeno 
negativno zvijanje dvojno vijačne krožne DNA. Je del skupine encimov imenovanih 
topoizomeraze, ki katalizirajo prehajanje med različnimi topološkimi oblikami DNA. Encim 
so odkrili leta 1979, strukturne in mehanistične lastnosti encima pa so pojasnili po tem, ko 
so uspeli določiti kristalno strukturo encima v kompleksu z nehidrolizirajočim analogom 
ATP ter drugimi spojinami, predvsem predstavniki kumarinskih ter kinolonskih zaviralcev. 
Delna kristalna struktura DNA-giraze iz E. coli je bila določena leta 1991 na podlagi 
poznavanja kristalnih struktur posameznih fragmentov encima (7, 8, 9). 
1.2.1 Struktura encima 
Strukturno gledano je DNA-giraza heterotetramer, sestavljen iz dveh parnih podenot, kar 
lahko predstavimo s sledečim zapisom A2B2, v katerem A predstavlja podenoto GyrA, B pa 
podenoto GyrB. GyrA je katalitska podenota, ki je sposobna molekulo DNA prepoznati ter 
na njej izvesti topološke modifikacije. Podenoto delimo na N-končno domeno, ki je 
odgovorna za cepitev ter ponovno združitev verige molekule DNA in C-končno domeno, ki 
tvori interakcije z DNA. Omenjena C-končna domena je sestavljena iz velikega števila 
argininskih ostankov, ki so verjetno udeleženi pri vezavi DNA. GyrB ima na N-končni 
domeni vezavno mesto za ATP in je funkcijsko gledano odgovorna za energetsko preskrbo 
encimskih procesov, njen C-končni del pa je pomemben za vezavo z GyrA ter DNA (9, 10).  
Strukturo encima lahko razdelimo na tri različne predele (t.i. vrata), katerih koordinirano 
odpiranje in zapiranje je ključno za dodatno zvijanje DNA. Dimer GyrA je srčaste oblike s 
centralno votlino, kjer tvorijo N-končne domene GyrA tako imenovana C-vrata. Pri dimeru 




GyrB, so prav tako N-končne domene tiste, ki tvorijo strukturo vrat, imenovana N-vrata. 
Povezava med dimerom GyrA in dimerom GyrB vodi do nastanka DNA-vrat (11). 
Slika 2 prikazuje model DNA-giraze v kompleksu s fragmentom molekule DNA. Kompleks 
sestavljata dve podenoti GyrA, od katerih je ena obarvana sivo, pri drugi so pa posamezne 
proteinske strukture obarvane ter dve podenoti GyrB, kjer je ena prav tako obarvana sivo, 
druga pa ima posamezne strukture obarvane. Z modrimi črtami so prikazana posamezna 
področja prej omenjenih struktur vrat (11). 
 
Slika 2: Model A2B2 DNA-giraze v kompleksu z DNA. Prirejeno po (11). 
1.2.2 Funkcija encima 
DNA-girazo uvrščamo med topoizomeraze, to so encimi, katerih naloga je reševanje 
topoloških nepravilnosti DNA v procesih metabolizma, transkripcije, rekombinacije, 
replikacije in pri podvojevanju kromosomov. Spada v podskupino topoizomeraz II, ki imajo 
sposobnost cepitve obeh verig dvojnovijačne DNA (topoizomeraze I lahko cepijo samo eno 
verigo). Pri omenjenih celičnih procesih prihaja do dodatnega zvitja celične DNA, kar 
povzroči nastanek torzijske napetosti v molekuli DNA, ki jo je DNA-giraza sposobna 
odpraviti (2, 12).   
Pri bakterijski DNA, ki je običajno v obliki dvojnovijačne sklenjene krožne strukture, 
opazimo tako procese dodatnega zvijanja/relaksacije, uvajanje/odstranjevanje vozlov in 




katenacije/dekatenacije. Procesi so shematsko prikazani na sliki 3. Pri katenaciji/ 
dekatenaciji gre za udeležbo dve različnih molekul DNA (13). 
 
Slika 3: Prikaz procesov DNA-giraze. Prirejeno po (13). 
1.2.3 Mehanizem delovanja encima 
Proces uvajanja dodatnih zavojev v dvojnovijačno krožno molekulo DNA je večstopenjski 
in zavisi od večih dejavnikov. Pri delovanju DNA-giraze opazimo različne reakcije, ki so 
med seboj povezane in so del mehanizma dodatnega zvijanja DNA.  
Mehanizem delovanja GyrB poteka po naslednjem zaporedju: 
1) Prepoznava in vezava DNA na encim 
Mesto vezave encima na DNA je najverjetneje pogojeno s specifičnimi zaporedji DNA, 
ki pa še niso poznana. V tvorbo kompleksa encim-DNA je udeleženo cca. 120 baznih 
parov. 
2) Cepitev DNA  
Po vezavi poteče cepitev molekule DNA, ki se zgodi z nukleofilnim napadom 
tirozinskega aminokislinskega ostanka na mesto 5´ molekule DNA, kar vodi do 
nastanka reverzibilne kovalentne vezi med molekulo DNA in encimom (slika 4). 
3´ konca cepljene molekule DNA nista kovalentno vezana in sta stabilizirana z 
medmolekulskimi vezmi, ki preprečujejo nekontrolirano obračanje cepljene DNA. 
 
 
Slika 4: Cepitev vezi v DNA s tirozinskim aminokislinskim ostankom. Prirejeno po (14). 




3) Sosledje konformacijskih sprememb encima 
Cepitvi DNA sledi sosledje konformacijskih sprememb, ki rezultirajo v kontroliranem 
zapiranju in odpiranju prej omenjenih vrat encima. Tu pride do premika distalnega 
segmenta DNA skozi nastalo prekinitev. Pri tem je vpletena vezava ATP molekule, ki 
stabilizira strukture na N-končnem delu GyrB.  
4) Sprostitev DNA  
V zadnji fazi poteka disociacija kompleksa encim-DNA, ali pa pride do ponovnega cikla 
uvajanja zavoja. Pri tem je za povrnitev encima v prvotno aktivno obliko potrebna 
hidroliza ATP. Kako poteče ponovna združitev cepljenih koncev DNA, še ni znano (9, 
14). 
 
Slika 5: Shematski prikaz uvajanja dodatnih zvitij v molekulo DNA. Prirejeno po (9). 
Shematski prikaz uvajanja dodatnih zvitij vključuje tudi hidrolizo molekule ATP (slika 5). 
Za DNA-girazo je bilo ugotovljeno, da lahko izvede en cikel uvajanja dodatnega zavoja brez 
hidrolize ATP, je pa ta nujno potrebna za ponovno vzpostavitev aktivne oblike encima. Sama 
hidroliza ATP je stimulirana ob prisotnosti molekule DNA (tako zvite kot linearne) ter njene 
dolžine. Podenota GyrB izkazuje v odsotnosti podenote GyrA in DNA zelo nizko intrizično 
ATPazno aktivnost. Število dodatnih zavojev induciranih v cikel relaksacije je sorazmerno 
številu hidroliziranih molekul ATP, tako sta za en zavoj potrebni dve molekuli ATP, kar 
pojasnimo s prisotnostjo dveh podenot GyrB v aktivnem heterotetrameru (9,15).  




Konformacijske spremembe na encimu, ki so posledica vezave molekule ATP ter njene 
hidrolize, vodijo do pomika distalnega dela dvojnovijačne DNA (na sliki 6 obarvana 
vijolično) skozi nastalo vrzel v dvojnovijačni DNA (na sliki 6 zelene barve) (14). 
 
Slika 6: Prikaz konformacijskih sprememb encima pri premiku molekule DNA. Prirejeno 
po (14). 
 
1.2.4 Encim kot tarča 
DNA-giraza je zaradi svoje nujnosti za preživetje bakterij postala zanimiva tarča v iskanju 
in razvoju protibakterijskih učinkovin. Encim izkazuje ustrezno selektivnost, njegova 
podobnost s topoizomerazo IV pa odpira možnosti za razvoj učinkovin s sočasnim 
delovanjem na dve tarči. Topoizomeraza IV in DNA-giraza izkazujeta visoko homologijo; 
tako so pri heterotetramerni strukturi topoizomeraze IV (C2E2) podenote ParC in ParE, ki so 
homologne podenotam GyrA oz. GyrB (16, 17). 
Trenutno poznamo dva mehanizma, preko katerih lahko spojina deluje na omenjeni encim. 
Pri prvem gre za stabilizacijo kompleksa med DNA-girazo ter DNA, kar vodi do prekinitve 
replikacijskega cikla in v celično smrt. V to skupino spadajo fluorokinoloni, ki so v klinični 
rabi, a je njihova raba zaradi stranskih učinkov omejena. Pri drugi skupini spojin je mesto 
delovanja vezavno mesto za ATP podenote GyrB. Novobiocin je edini tovrstni zaviralec, ki 
je bil v klinični rabi, a so ga, zaradi razpoložljivosti učinkovitejših protibakterijskih 
učinkovin z manj neželenimi učinki, iz nje umaknili. Danes je GyrB v boju proti bakterijski 
rezistenci kot tarča, ki ponuja nove mehanizme protibakterijskega delovanja, predmet 
raziskav številnih raziskovalnih skupin. DNA-giraza se nahaja v citosolu bakterij, zato so 
številni odkriti zaviralci izvrstni na encimskem nivoju delovanja (IC50 v nanomolarnem 
območju), na protibakterijskem pa je učinek velikokrat šibkejši (16, 12, 18). 
1.2.5 Razvoj zaviralcev DNA-giraze B 
Prvo pomembno odkritje, ki je dalo do sedaj edino klinično uporabno učinkovino, je odkritje 
kumarinskih zaviralcev GyrB, kamor sodita novobiocin in klorobiocin (slika 7) ter drugi 




naravni produkti. Pri omenjenih kumarinskih zaviralcih gre za molekule z veliko maso, ki 
običajno, kljub obetavnim in vitro študijam, niso klinično uporabne, so pa ključnega pomena 
pri racionalnem načrtovanju nizkomolekularnih sinteznih zaviralcev ter pri njihovi 
optimizaciji (16). 
Strukturne in mehanistične lastnosti vezavnega mesta za ATP so določili na podlagi kristalne 
strukture 43 kDa N-končnega fragmenta GyrB v kompleksu z ADPNP, ki je nehidrolizirajoči 
analog molekule ATP, novobiocinom ter drugimi zaviralci GyrB (slika 7). Poznavanje 
ključnih interakcij vezavnega mesta je tako ključno vodilo pri iskanju novih zaviralcev z 
različnimi molekulskimi ogrodji (18). 
 
Slika 7: Prikaz interakcij med novobiocinom, klorobiocinom in ADPNP v vezavnem mestu 
za ATP GyrB. Prirejeno po (18, 19). 
Ključna interakcija, ki jo najdemo pri vseh zaviralcih GyrB, je interakcija z aminokislinskim 
ostankom Asp73 (številčenje aminokislin v encimu iz E. coli; na sliki 7 obarvana modro). 
Pri tem gre za vzpostavitev vodikovih vezi med karboksilno skupino Asp73 in zaviralcem, 
ki ponuja ustrezen donor in akceptor vodikove vezi ter soudeleženo molekulo vode. Slika 7 
prikazuje različne strukture, ki tvorijo ustrezne vezi – karbamat pri novobiocinu, pirolni 
fragment pri klorobiocinu ter adenin pri ADPNP. Za nadaljnje načrtovanje zaviralcev je 
pomembno odkritje področij vezavnega mesta, ki tvorijo hidrofobne interakcije - hidrofobni 




žep v vezavnem mestu za ATP in drugi aminokislinski ostanki (na sliki 7 obarvani vijolično). 
Pri novobiocinu je prisoten kumarinski skelet, ki omogoča tvorbo  π – interakcij z Glu50-
Arg76 solnim mostom, ki jih pozneje vključujejo v načrtovanje sinteznih zaviralcev, saj 
povečajo jakost vezave zaviralca (2, 7). 
Raziskave na področju iskanja in razvoja zaviralcev GyrB so pripeljale do nabora strukturno 
različnih sinteznih zaviralcev, kot so benzimidazoli, pirolamidi, pirolopirimidini, piridiluree 
in drugi (slika 8) (16). 
 
Slika 8: Sintezni predstavniki zaviralcev GyrB z različnimi strukturami. Rdeče obarvani 
elementi so udeleženi pri interakciji z Asp73. Prirejeno po (16, 20). 
 
1.2.6 Zaviralci DNA-giraze B s pirolamidnim fragmentom 
Izhajajoč iz proučevanja lastnosti naravnih spojin, prisotnih v morskih alkaloidih, so razvili 
tudi oroidinu podobne zaviralce GyrB s pirolamidnim fragmentom. Pri vezavi spojin v 
vezavni žep za ATP so bile prepoznane interakcije med spojino in vezavnim mestom, ki so 
postale vodilo načrtovanja novih spojin s pirolamidnim strukturnim elementom. Tako je pri 
vseh spojinah tega tipa prisotna vodikova vez med Asp73 in pirolnim dušikom ter 
pirolamidnim kisikom, s katerim je v tvorbo vodikove vezi vključena tudi molekula vode, ki 
jo srečamo tudi pri kumarinskih zaviralcih (12, 21). 
V iskanju novih ogrodnih sistemov v razvoju pirolamidnih zaviralcev GyrB, so na Katerdri 
za farmacevtsko kemijo odkrili nove analoge takšnih zaviralcev, na podlagi katerih so 
proučevali povezavo med strukturo in delovanjem (slika 9). 





Slika 9: Pirolamidni zaviralci GyrB različnih ogrodij. Pirolamidni fragment je obarvan 
rdeče. Prirejeno po (2, 17, 22, 23).  
Zgornje spojine so strukturno podobne, pri njihovem razvoju pa so raziskovalci izvedli 
modifikacije na različnih delih molekule in vrednotili njihov pomen pri vezavi. Slika 10 
prikazuje osnovni načrt pirolamidnega zaviralca. 
 
Slika 10: Prikaz osnovne zgradbe pirolamidnih inhibitorjev GyrB. Prirejeno po (2, 22, 23). 
Povezava med strukturo in delovanjem:  
A. Pirolamidni del 
Ta del molekule je ključen za vezavo v vezavno mesto za ATP, pri čemer je 
najpomembnejša interakcija tvorba vodikove vezi z Asp73. Na jakost te vezi vplivajo 
substituenti na pirolnem obroču, pri tem halogeni (Br, Cl) povečajo pKa pirolne NH 
skupine. Drugi pomen substituentov je tvorba hidrofobnih interakcij, ki jih ponuja 
vezavno mesto za ATP (slika 7; valinski aminokislinski ostanki). Ugotovljeno je bilo, 
da je pirol s klorovima substituentoma ugodnejši za vezavo, saj sta volumsko manjša 
kot bromova atoma. Pirolni in amidni dušik sta nesubstituirana, saj lahko samo tako 
tvorita H-vezi z aminokislinskimi ostanki.  




B. Aromatski del 
Kot ugodne molekulske strukture za ojačenje vezave so se izkazali aromatski obroči z 
raznimi lipofilnimi substituenti. Na ta način pride do nastanka hidrofobnih interakcij s 
hidrofobno površino vezavnega mesta, ki ga tvorijo hidrofobni aminokislinski ostanki 
(Ile). Aromatske strukture ponujajo možnost tvorbe π-interakcij (Arg136 in solni most 
Glu50-Arg76), s čimer se  jakost vezave zveča. 
C. Predel dodatnih interakcij 
Na vhodu v vezavno mesto se nahajajo aminokislinski ostanki, ki omogočajo ionske in 
π-interakcije. Tukaj so v postopku optimizacije preizkušali različne bioizosterne 
zamenjave za karboksilno kislino, a se je slednja izkazala za najugodnejšo. Pri metilnem 
estru je jakost vezave manjša. S pripenjanjem aromatskih struktur, ki omogočajo π-
interakcije, je bilo tudi tukaj doseženo povečanje jakosti vezave (8, 16, 7). 
1.3 ESENCIALNOST ŽELEZA ZA BAKTERIJSKO CELICO 
Bakterije potrebujejo za svoje normalno delovanje hranila, ki pa v gostitelju niso prosto 
dostopna, zato so razvile številne prijeme, s katerimi dostopajo do centralnih metabolnih 
poti, ki so vir dušika in ogljika, ter mehanizme, s katerimi dostopajo do esencialnih 
elementov. Esencialno za normalno delovanje bakterij je tudi železo, ki je prisotno v redoks 
paru Fe(II)/Fe(III) in je v tej obliki udeleženo v transportu elektronov pri metabolizmu, 
stabilizaciji proteinskih struktur in transportu kisika, kar kaže na njegov izjemen pomen za 
normalen potek biokemijskih procesov (24). 
Zunajcelično železo se zaradi oksidativnih pogojev v organizmu nahaja v Fe3+ obliki, ki je 
slabo topna in kompleksirana s transportnimi proteini (transferin, lacroferin), kar bakteriji 
otežuje dostop. Večina železa je pri vretenčarjih v obliki HEMa (70%), ki je pomemben 
kofaktor znotrajceličnih procesov ter zaradi svojih redoks lastnosti induktor oksidativnega 
stresa, kar je med drugim razlog, da se v organizmu nahaja v kompleksu s proteini. Železo 
v HEMu je tako dostopno samo za znotrajcelične zajedalce oz. za tiste, ki so sposobni 
citolize/hemolize (24). 
Za privzem železa iz HEMa je pri nekaterih bakterijah (Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus) opažen mehanizem direktnega privzema, pri čemer gre za izražanje 
receptorjev na površini celice, ki omogočajo vezavo kompleksa HEM-haptoglobin oz. 
vezavo prostega HEMa. Drug opažen mehanizem izkoriščanja železa iz HEMa je privzem 




preko hemoforskega sistema, pri katerem gre za sekrecijo bakterijskih proteinov, ki vežejo 
HEM ter ga ekstrahirajo iz hemoproteinov. Pri obeh omenjenih mehanizmih sledi po vezavi 
na specifične receptorje aktivni transport HEMa v celico, kjer poteče razgradnja HEMa z 
oksigenazami, pri tem pa se sprosti prosto Fe2+ (24). 
Čeprav je železa v Fe3+ obliki v organizmu manj kot hemskega, je ravno to tista oblika, ki je 
bakterijam najdostopnejša in ki jo najpogosteje izkoriščajo za pokrivanje svojih potreb po 
železu. Privzem Fe3+ poteka preko kelacije Fe3+ iona in je posredovan s siderofori (24). 
1.4 ZNAČILNOSTI SIDEROFOROV 
Siderofori so molekule z visoko afiniteto do Fe3+, ki jih sintetizirajo in v okolico izločajo 
bakterije. Zaradi visoke afinitete do železa so sposobni ion odvzeti proteinom gostitelja 
(transferin), nastali kompleks pa prepoznajo sistemi za transport čez celično membrano 
bakterije. Sideroforne molekule izkazujejo različne funkcionalne skupine, ki so udeležene v 
procesu koordinacijske vezave železa. Med njimi so najpogostejši siderofori kateholne, 
hidroksamatne, α-hidroksikarboksilne in fenolne narave (slika 11) – pogosto so prisotne 
kombinacije večih funkcionalnih skupin. Konstanta vezave železa zavisi od večih 
dejavnikov, predvsem je pomemben pH okolja in tudi fizikalno-kemijske lastnosti 
vezavnega mesta. Za tvorbo koordinacijske vezi z železom so učinkovite samo 
deprotonirane oblike donorjev O in N atomov. Slednja heteroatoma imata zmožnost tvorbe 
visokostabilnega oktaedričnega heksakoordiniranega kompleksa s Fe3+ (24). 
 
Slika 11: Najpogostejše strukturne oblike sideroforov. Prirejeno po (25). 
Znotrajcelična sinteza sideroforov je inducirana ob nizki znotrajcelični koncentraciji železa. 
Ekspresija siderofornega sistema je regulirana z vezavo določenih proteinov na DNA, ki je 
ob prisotnosti Fe2+ stabilnejša, ob nižji koncentraciji pa oslabljena (24). 
1.5 PREVZEM ŽELEZA PREKO SISTEMA SIDEROFOROV 
V transportu kompleksa Fe-siderofor po Gramu pozitivnih in po Gramu negativnih bakterij 
obstajajo razlike, kar izhaja iz različne sestave zunanjih struktur bakterijske celice (slika 12). 




Po Gramu negativne celice izkoriščajo zunanje membranske transporterje (OMT) za 
prepoznavo zunajceličnih kompleksov Fe-siderofor. Vezava kompleksa signalizira sistemu 
TonB-ExbBD, da ga ta transportira preko zunanje membrane, od OMT do periplazme, v 
kateri se nahajajo siderofor-vezoči proteini (SBP). Slednji posreduje kompleks Fe-siderofor 
do siderofor-permeaze, ki transportira kompleks preko notranje membrane v citoplazmo – 
transport je odvisen od ATP. Pri po Gramu pozitivnih bakterijah je na membrani prisoten 
SBP-lipoprotein, ki veže kompleks Fe-siderofor ter ga posreduje siderofor permeazi, ki je 
podobna tisti pri po Gramu negativnim baterijam. Po transportu kompleksa Fe-siderofor v 
citoplazmo bakterijske celice poteče redukcija Fe3+ do Fe2+, s čimer se vezano železo sprosti 
iz kompleksa s sideroforom. Železo je tako na razpolago za potrebe bakterije, sideroforna 
molekula pa je spet na razpolago za privzem železa (24, 26, 27). 
 
Slika 12: Mehanizem privzema železa s siderofori. Prirejeno po (26). 
1.6 KONJUGATI PROTIBAKTERIJSKIH SPOJIN S SIDEROFORI  
Izkoriščanje siderofornega sistema privzema železa v bakterijsko celico za transport 
toksinov izvira iz narave, kjer določene bakterije biosintetizirajo konjugate med toksinom in 
sideroforom - takšen primer so salimicini (albomicin, danomicin, salmicin idr). Gre za 
pristop, pri katerem bakterija prepozna kompleks Fe-siderofor ter ga preko aktivnega 
transporta privzame v celico, ob tem pa pride tudi do privzema na siderofor vezane 




protibakterijske spojine (govorimo o principu trojanskega konja). Po ugotovitvah, da so 
bakterije sposobne poleg lastnih sideroforov prepoznati ter v celico transportirati tudi 
ksenosiderofore tujega izvora, med drugim majhne sintezne molekule, je sistem privzema 
železa postal potencialno prijemališče za razvoj ciljane dostave pri terapiji bakterijskih 
infekcij. Uporaba konjugatov s siderofori kot dostavnim sistemom zaobide mehanizme 
rezistence z izvorom na membrani, ob enem pa je jakost učinkovine zaradi aktivnega 
privzema lahko višja. Tovrstni konjugati so v osnovi sestavljeni iz siderofornega dela, 
protibakterijske učinkovine ter distančnika, ki povezuje omenjena dela (slika 13) (27, 28). 
Na podlagi proučevanja raznih sinteznih ter naravnih konjugatov je bilo ugotovljeno, da ni 
univerzalnega pravila glede potrebe po cepitvi konjugata za izražanje protibakterijskega 
delovanja. Pri konjugatu protibakterijskih spojin kinolonskega tipa s siderofori, se je 
labilnost distančnika izkazala kot ključna za povečanje učinkovitosti. Tudi pri konjugatih iz 
narave, je opažena cepitev distančnika – pri albomicinu je antibiotik sproščen s serinsko 
proteazo. Načrtovanje konjugata siderofor-antibiotik zavisi torej od številnih faktorjev, pri 
katerih je treba upoštevati tako pomen cepitve distančnika za protibakterijsko delovanje 
protibakterijske učinkovine, kakor tudi mesto delovanja le-te, torej če gre za periplazmo ali 
citoplazmo bakterije. Distančnik se pri po Gramu negativnih bakterijah lahko cepi v 
periplazmi, s tem pa postane princip izkoriščanja siderofornega transporta za prehod preko 
notranje membrane bakterije neuporaben (24, 27). 
Trenutno najbolj proučevani so konjugati z β-laktami, med njimi BAL30072 podjetja 
Basilea, MC-1 podjetja Pfizer in cefiderokol (S-649266) podjetja Shionogi Pharmaceuticals 
(slika 13) (29, 30). 
 








2. NAMEN DELA 
 
DNA-giraza je uveljavljena tarča pri iskanju ter razvoju protibakterijskih spojin z različnimi 
mehanizmi delovanja. Na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo je 
omenjena tarča že vrsto let predmet raziskav in iskanja novih spojin z delovanjem nanjo, kar 
je vodilo do razvoja učinkovitih ATP kompetitivnih zaviralcev GyrB. V omenjeno skupino 
zaviralcev spadata tudi spodnji spojini 4 in 11 (shema 1) z benzotiazolnim osnovnim 
skeletom, ki ju bomo uporabili kot izhodišče našega eksperimentalnega dela. 
Konjugati med protibakterijsko spojino ter mimetikom siderofora omogočajo privzem 
konjugata v bakterijsko celico preko izkoriščanja transporta namenjenega privzemu železa, 
s čimer lahko zaobidemo mehanizme rezistence z izvorom na celični membrani. Z namenom 
obhoda mehanizmov rezistence bomo tvorili konjugate med benzotiazolnimi zaviralci GyrB 
ter mimetiki sideroforov.  
 
Shema 1: Izhodni spojini v načrtovanju eksperimentalnega dela (4) in (11). 
V prvem sklopu tvorbe konjugatov ATP kompetitivnih zaviralcev GyrB s siderofori, bomo 
na obstoječi spojini 4 in 11 uvedli hidroksamsko skupino. Hidroksamati izkazujejo 
sideroforno aktivnost, funkcionalna skupina pa ponuja ustrezen analog karboksilni kislini, 
kar je pomembno z vidika vezave spojine v vezavno mesto za ATP ter tvorbe 
medmolekulskih interakcij. 
Nadalje se bomo lotili modifikacije osnovnega benzotiazolnega skeleta, pri čemer bomo na 
mesto 4 benzotiazola uvedli hidroksilno skupino. Modificiran benzotiazolni skelet nam 
ponuja možnost za sintezo 4,5-dibromo-1H-pirolnega in 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirolnega 
analoga benzotiazolnih zaviralcev. 
Pri drugem sklopu tvorbe konjugatov bomo uporabili uvedeno hidroksilno skupino za 
pripenjanje siderofora. Tukaj bomo kot siderofor uporabili spojino kateholne narave, ki jo 
bomo sintetizirali iz kojične kisline.  




Vizualni prikaz omenjenih stopenj načrtovanja in sinteze je predstavljen na shemi 2. 
Področje A prikazuje možnost sinteze 4,5-dibromo-1H-pirolnega in 3,4-dikloro-5-metil-1H-
pirolnega analoga spojine. Področje B prikazuje tvorbo hidroksamske funkcionalne skupine 
iz obstoječe karboksilne skupine, puščica v področju C pa označuje mesto na 
benzotiazolnem skeletu, kjer bomo uvedli hidroksilno funkcionalno skupino. Hidroksilno 
skupino bomo uporabili za tvorbo konjugata z mimetikom siderofora.  
 
Shema 2: Shematski prikaz načrtovanja novih benzotiazolnih ATP kompetitivnih zaviralcev 
GyrB ter njihovih konjugatov s siderofori. Modro obarvana molekula je spojina 4.   
  




3. MATERIALI IN METODE 
 
3.1 REAGENTI IN TOPILA 
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo za sinteze uporabili reagente in topila 
proizvajalcev Acros Organics, Merck, Kemica, Fluka in TCI. Brezvodni diklorometan smo 
pripravili sami z destilacijo v argonovi atmosferi. 
3.2 SPEKTROSKOPSKE METODE 
Spektroskopske meritve so bile izvedene na instrumentih Fakultete za farmacijo, Univerze 
v Ljubljani. 
3.2.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR)  
Metoda jedrske magnetne resonance nam je služila kot osnova za identifikacijo spojin (pri 
nekaterih reakcijah tudi za spremljanje le-teh). 1H NMR spektri so bili posneti na 
instrumentu Bruker AVANCE III 400 pri 400 MHz. Vzorce smo pripravili v devteriranem 
dimetilsulfoksidu (DMSO-d6) z dodanim tetrametilsilanom (TMS) kot internim standardom. 
Procesiranje spektrov smo izvedli s programom MestRe-C proizvajalca Masterlab Research.  
3.2.2 Masna spektrometrija 
Spojine, na katerih so bili izvedeni testi protibakterijskega delovanja (7, 13, 19, 22 in 31), 
smo analizirali z metodo masne spektrometrije visoke ločljivosti (HRMS), na aparaturi 
ExactiveTM Plus Orbitrap Mass Spectrometer. Za spremljanje poteka ciklizacije pri sintezi 
spojine 17 smo izvedli meritve na napravi Advion expression CMLS s tehniko ESI. 
3.3 KROMATOGRAFSKE METODE 
3.3.1 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Metodo TLC smo uporabili za spremljanje reakcij, izolacij ter pri iskanju ustrezne mobilne 
faze (MF) za »flash« kolonsko kromatografijo. Kot stacionarno fazo smo uporabili plošče 
Merck Silica Gel F254, pri katerih gre za 0,20 mm debel nanos silikagela na aluminijskem 
nosilcu z dodanim fluorescenčnim sredstvom. Mobilno fazo smo pripravili z mešanjem 
diklorometana (DKM) in MeOH ali EtOAc in heksana (HEX) v različnih razmerjih. Lise 
smo detektirali z UV lučko (254 nm oz. 366 nm) ter z ninhidrinom, kjer je bilo to mogoče. 




3.3.2  »Flash« kolonska kromatografija 
Metodo »flash« kolonske kromatografije smo uporabili za separacijo produkta od stranskih 
produktov. Glede na količino zmesi spojin, ki smo jih hoteli ločiti, smo izbrali stekleno 
kolono primerne velikosti ter premera. Za stacionarno fazo smo uporabili Silica Gel 60 
proizvajalca Merck (velikost delcev 0,040–0,063 mm) kot MF pa zmesi EtOAc in HEX oz. 
DKM in MeOH v različnih razmerjih. Pretok MF smo pospešili z ustvarjanjem zračnega 
nadtlaka. V primerih, kjer je bila topnost zmesi spojin izjemno slaba, smo uporabili tehniko 
suhega nanosa (čiščenje spojin 26 in 29). 
3.3.3 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
HPLC-MS analize smo izvedli na HPLC aparaturi Agilent Technologies 1260 Infinity II 
sklopljeni z masnim spektrometrom ADVION expression CMSL. Spojine smo detektirali 
pri 254 in 280 nm. Uporabljena je bila kolona Waters XBridge C18 (3.5 μm, 4,6 mm × 150 
mm), kot mobilna faza pa zmes 0,1% mravljične kisline in 1% acetonitrila v ultračisti vodi 
(A) in acetonitrila (B) (1 min 25% acetonitrila (B), 25-98% acetonitrila v 5 min, 0,5 min pri 
98% acetonitrila, 98-25% acetonitrila v 1 min, 3 min pri 25% acetonitrila). Pretok mobilne 
faze je bil 1,5 mL/min, volumen injiciranja pa 10 µL. Ultračista voda je bila pridobljena s 
sistemom Milipore Advantage A10. Metodo smo uporabili pri spremljanju hidrolize 
metilnega estra pri sintezi spojine 22. 
 
Za določanje čistosti končnih spojin smo uporabili aparaturo Thermo Scientific Dionex 
Ultimate 3000 HPLC/UHPLC. Spojine smo detektirali pri 220, 254 in 280 nm. Uporabljena 
je bila kolona Agilent Eclipse Plus C18 (5 μm, 4,6 mm × 150 mm). Kot mobilno fazo smo 
uporabili zmes 0,1% trifluoroocetne kisline v ultračisti vodi (A) in acetonitrila (B) (30-90% 
acetonitrila v 0,1% TFA v 16 min, 4 min pri 90% acetonitrila, 90-30% acetonitrila v 1 min). 
Pretok mobilne faze je bil 1,0 mL/min, volumen injiciranja pa 10 μL. Ultračista voda je bila 
pridobljena s sistemom Milipore Advantage A10. 
3.4 DOLOČANJE TALIŠČA 
Tališča spojin smo določali z Kofflerjevim talilnim mikroskopom z ogrevalno mizico  Leica. 
Meritve so bile izvedene na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani.  




3.5 NOMENKLATURA IN RISANJE 
IUPAC poimenovanje spojin smo določili s programom ChemDraw Professional 16, 
programskega paketa CambridgeSoft. Prav tako smo z omenjenim programom risali 
strukture spojin ter reakcijske sheme.  
3.6 BIOKEMIJSKE METODE 
3.6.1 Določanje encimske zaviralne aktivnosti na DNA-girazi 
Encimsko zaviralno aktivnost so določili na rekombinantni DNA-girazi iz E. coli. Test je 
izvedel Žiga Skok na Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani. Rezultati testiranja so 
podani kot IC50 (21). 
3.6.2 Protibakterijska aktivnost 
Protibakterijsko testiranje spojin so izvedli na Biological Research Centre of the Hungarian 
Academy of Sciences v Szegedu na Madžarskem, in sicer na sevih Staphylococcus aureus 
ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922 in 
Enterococcus faecium ATCC 35667 (2). 
  




4. EKSPERIMENTALNI DEL 
 
4.1 SPLOŠNI SINTEZNI POSTOPKI 
4.1.1 Sintezni postopek A (postopek za sintezo amidov iz amina ter 
triklorometilketona) 
Izhodni amin (1 mmol) in Na2CO3 (1 mmol) smo suspendirali v N,N-dimetilformamidu 
(DMF) in dobljeno zmes segreli do temperature refluksa 80 °C. Segreti zmesi smo po 
kapljicah dodajali triklorometilketon (1 mmol) raztopljen v DMF. Po dodatku celotne 
količine raztopine triklorometilketona, smo reakcijo pustili mešati čez noč pri temperaturi 
refluksa. Produkt reakcije smo izolirali tako, da smo reakcijski zmesi dodali EtOAc ter 
nastalo organsko fazo spirali z 10 % raztopino citronske kisline. Pri ekstrakciji je izpadla 
oborina, ki smo jo odstranili s filtriranjem pod znižanim tlakom ter posušili. Modifikacije 
postopka so opisane pri stopnjah, pri katerih so bile zaradi lastnosti poteka reakcij/izolacij 
potrebne. 
4.1.2 Sintezni postopek B (postopek priprave kislinskega klorida) 
Izhodno karboksilno kislino (1 mmol) smo raztopili v brezvodnem DKM ter raztopino 
prepihali z argonom. Skozi septo smo dodajali oksalil klorid (5 mmol) in reakcijo pustili čez 
noč pri sobni temperaturi. Po končani reakciji (spremljali smo jo s TLC) smo DKM odstranili 
pod znižanim tlakom ter s suhim ostankom nadaljevali naslednjo stopnjo sinteze. 
4.1.3 Sintezni postopek C (postopek za sintezo amidov iz amina ter kislinskega 
klorida) 
Kislinski klorid (1 mmol) pripravljen po sinteznem postopku B (predpostavili smo, da je 
pretvorba kvantitativna) smo raztopili v toluenu (raztapljanje smo izboljšali z uporabo 
ultrazvočne kadičke). Raztopini smo dodali amin (1 mmol) ter reakcijsko zmes pustili pri 
130°C čez noč.  Po končani reakciji (spremljali smo jo s TLC) smo toluen odstranili pod 
znižanim tlakom. Glede na lastnosti produkta, smo se odločili o nadaljnjem čiščenju.  




4.1.4 Sintezni postopek D (postopek za sintezo amidov z uporabo sklopitvenih 
reagentov) 
Izhodno karboksilno kislino (1 mmol) smo raztopili v DMF, dodali reagente 1-
hidroksibenzotriazol hidrat (HOBt) (1,3 mmol), N-(3-(dietilamino)prop-1-il)-N'-
etilkarbodiimid hidroklorid (EDC) (1,2 mmol), N-metilmorfolin (NMM) (2 mmol) ter 
nastalo zmes 15 – 20 min hladili na ledeni kopeli. Ohlajeni reakcijski zmesi smo dodali amin 
(1 mmol) ter reakcijo pustili čez noč pri sobni temperaturi. Za izolacijo produkta smo 
reakcijski zmesi dodali EtOAc ter nastalo organsko fazo spirali z 10% raztopino citronske 
kisline, pri čemer je izpadla oborina, ki smo jo filtrirali. Fazi smo nato ločili ter nadaljevali 
s spiranjem organske faze z nasičeno raztopino NaHCO3, pri tem je ponovno izpadla 
oborina. Oborine smo ločeno zbrali ter posušili. Z uporabo TLC smo ugotovili, v katerih 
oborinah in fazah je prisoten produkt – večkrat se je zgodilo, da je iz določene faze šele čez 
nekaj časa izpadla oborina.  
4.1.5 Sintezni postopek E (uvedba sililne zaščite) 
Izhodni fenol (1 mmol) smo raztopili v piridinu in dodali terc-butildimetilsilil klorid (TBDS-
Cl) (1,4 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi čez noč. Po zaključku 
reakcije (le-to smo spremljali s TLC) smo produkt izolirali tako, da smo reakcijski zmesi 
dodali etilacetat (pri tem je izpadla oborina piridinijevega klorida) ter nastalo organsko fazo 
spirali z 1 M HCl, s čimer smo odstranili preostali piridin. Organsko fazo smo sušili nad 
Na2SO4, filtrirali ter topilo odstranili pod znižanim tlakom. Dobili smo oljnato zmes, ki se 
je strdila. Produkta nismo čistili, saj za naslednje stopnje sinteze to ni bilo potrebno. 
  








Shema 3: Sinteza 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-N-hidroksibenzo[d]tiazol-6-
karboksamida (7). Reaktanti in pogoji: a) 2, Na2CO3, DMF, 80 °C, 15 h; b) 2 M NaOH, 
MeOH, 90 °C, 18 h; c) 5, HOBt, EDC, NMM, DMF, sobna temperatura, 15 h; d) CF3COOH, 
MeOH, sobna temperatura, 3 h.  
  
a) Sinteza metil 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-6-
karboksilata (3) 
Spojino 3 smo sintetizirali po sinteznem postopku A. Uporabili smo: izhodna spojina 1 
(0,300 g; 1,44 mmol), DMF (8 mL), spojina 2 (0,533 g; 1,44 mmol) raztopljena v 3 mL DMF 
in Na2CO3 (0,153 g; 1,44 mmol). Za izolacijo smo porabili 30 mL EtOAc in 40 mL 10% 
raztopine citronske kisline. Izolirali smo 0,355 g produkta. Izgled: sivorjav prah. Izkoristek: 
53,8 %. Rf: 0,63 (MF; DKM : MeOH = 20 : 1). 1H NMR (400 MHz; DMSO-d6): δ 3,89 (s, 
3H, COOCH3), 7,56 (s, 1H, pirol-H), 7,84 (d, 1H, J = 8,5 Hz, ArH-4), 8,04 (dd, 1H, J1 = 8,5 
Hz, J2 = 1,8 Hz, ArH-5), 8,68 (s, 1H, J = 1,5 Hz, ArH-7), 12,85 (s, 1H, pirol-CONH), 13,30 
(s, 1H, pirol-NH) ppm. Temperatura tališča: 217 °C. 
  




b) Sinteza 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilne 
kisline (4) 
V MeOH (13 mL) smo suspendirali spojino 3 (0,350 g; 0,76 mmol) ter dodali 2 M NaOH 
(2,00 mL; 4,00 mmol). Reakcijo smo pustili čez noč pri 90 °C (refluks). Po končani reakciji 
smo reakcijski zmesi dodali vodo (4 mL) ter nastalo zmes nakisali z 1 M raztopino HCl do 
pH vrednosti 1-2. Po nakisanju je izpadla oborina, ki smo jo filtrirali pod znižanim tlakom 
ter posušili. Izolirali smo 0,276 g produkta. Izgled: črna oborina. Izkoristek: 81,3 %. Rf: 0 
(MF; DKC : MeOH = 9 : 1). 1H NMR (400 MHz; DMSO-d6): δ 7,55 (d, 1H, J = 2,7 Hz, 
pirol-H), 7,82 (d, 1H, J = 8,4 Hz, ArH-4), 8,02 (dd, 1H, J1 = 8,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, ArH-5), 
8,63 (s, 1H, J = 1,4 Hz, ArH-7), 12,81 (s, 1H, pirol-CONH), 13,31 (d, 1H, J = 2,4 Hz, pirol-




V DMF (8 mL) smo raztopili spojino 4 (0,276 g; 0,62 mmol) ter dodali reaktante EDC (0,116 
g; 0,74 mmol), HOBt (0,109 g; 0,81 mmol) in NMM (0,14 mL; 1,27 mmol). Zmes smo 20 
minut hladili na ledeni kopeli ter v ohlajeno zmes dodali spojino 5 (0,073 g; 0,62 mmol) in 
reakcijo pustili čez noč pri sobni temperaturi. Za izolacijo produkta smo reakcijski zmesi 
dodali 60 mL EtOAc, nato pa izvedli ekstrakcijo s 30 mL 1% raztopine citronske kisline, pri 
tem je izpadla oborina, ki smo jo filtrirali in posušili. TLC kromatogram in 1H NMR prve 
oborine kažeta na odsotnost produkta – gre zgolj za nečistoto, zato smo jo zavrgli. 
Ekstrakcijo organske faze smo nadaljevali s 30 mL nasičene raztopine NaHCO3, pri tem je 
ponovno izpadla oborina, ki smo jo filtrirali in posušili. Čez čas je iz organske faze izpadlo 
še več oborin, ki smo jih ločeno filtrirali ter sušili. Razvili smo TLC posameznih oborin in 
združili tiste, ki so vsebovale produkt ustrezne čistote. Izolirali smo 0,182 g produkta. 
Izkoristek: 53,9 %. Izgled: bež prah. Rf: 0,69 (MF; DKC : MeOH = 9 : 1). 1H NMR (400 
MHz; DMSO-d6): δ 1,57 (s, 3H, CH2, CH2-HA), 1,74 (s, 3H, CH2, CH2-HB), 3,54 (d, 2H, J 
= 10,8 Hz, CH2O), 4,03-4,13 (m, 1H, OC(CH2)HO), 5,03 (s, 1H, ONHCO), 7,53 (s, 1H, 
pirol-H), 7,81(d, 1H, J = 8,5 Hz, ArH-4), 7,86 (dd, 1H, J1 = 8,5 Hz, J2 = 1,6 Hz, ArH-5), 
8,42 (s, 1H, ArH-7), 12,80 (s, 1H, pirol-CONH), 13,27 (s, 1H, pirol-NH) ppm. Temperatura 
tališča: > 300 °C. 
 






Spojino 6 (0,164 g; 0,30 mmol) smo raztopili v DKM (12 mL) ter dodali CF3COOH (0,23 
mL; 3,00 mmol). Reakcija je potekla v 3 urah pri sobni temperaturi. Produkt je izpadel v 
obliki oborine, ki smo jo filtrirali pod znižanim tlakom, sprali s čistim DKM in oborino 
posušili. Izolirali smo 0,109 g produkta. Izkoristek: 78,6 %. Izgled: bela oborina. Rf: 0 
(MF; DKC :  MeOH = 9 : 1). 1H NMR (400 MHz; DMSO-d6): δ 7,57 (d, 1H, J = 2,3 Hz, 
pirol-H), 7,80 (d, 1H, J = 8,5 Hz, ArH-4), 7,85 (dd, 1H, J1 = 8,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, ArH-5), 
8,41 (s, 1H, ArH-7), 11,26 (s, 1H, NHOH), 12,77 (s, 1H, pirol-CONH), 13,29 (s, 1H, pirol-
NH) ppm. NHOH se ne vidi. Temperatura tališča: > 300 °C. HRMS (ESI+) m/z za 
C13H9Br2N4O3S ([M+H]
+): izračunan 458,87566, izmerjen 458,87604. HPLC: tr = 4.94 min 




Shema 4: Sinteza 2-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)-N-hidroksibenzo 
[d]tiazol-6-karboksamida (13). Reaktanti in pogoji: a) oksalil klorid, DKM, sobna 
temperatura, 15 h; b) 1, toluen, 130 °C, 15 h; c) 2 M NaOH, MeOH, 90 °C, 18 h; d) 5, HOBt, 




EDC, NMM, DMF, sobna temperatura, 15 h; e) CF3COOH, MeOH, sobna temperatura, 23 
h. 
 
a) Sinteza 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonil klorida (9) 
Spojino 9 smo sintetizirali po sinteznem postopku B. Uporabili smo: izhodno spojino 8 
(0,190 g; 0,98 mmol), DKM (10 mL) in oksalil klorid (0,42 mL; 4,9 mmol). Spojino smo 
brez čiščenja takoj uporabili v naslednji stopnji sinteze. 
 
b) Sinteza metil 2-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)benzo[d]thiazol-6-
karboksilata (10) 
Spojino 10 smo sintetizirali po sinteznem postopku C. Uporabili smo: spojino 9 (produkt 
stopnje a), toluen (10 mL), spojino 1 (0,204 g; 0,98 mmol). Suh ostanek smo omočili s 
tetrahidrofuranom (4 gtt) ter sprali z 1 M raztopino HCl (cca. 30 mL). Posušeno oborino smo 
čistili z vročo filtracijo tako, da smo jo suspendirali v 30 mL MeOH, segreli do vretja, 
filtrirali pod znižanim tlakom ter posušili. Izolirali smo 0,134 g produkta. Izgled: siva 
oborina. Izkoristek: 35,6 %. Rf: 0,81 (MF; DKM : MeOH = 9 : 1). 1H NMR (400 MHz; 
DMSO-d6): δ 2,28 (s, 3H, CH3), 3,89 (s, 3H, COOCH3), 7,83 (s, 1H, ArH-4), 8,04 (dd, 1H, 
J1 = 8,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, ArH-5), 8,67 (s, 1H, ArH-7), 11,98 (s, 1H, pirol-CONH), 12,36 (s, 
1H, pirol-NH) ppm. Temperatura tališča: 288 °C. 
 
c) Sinteza 2-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-6-
karboksilne kisline (11) 
Spojino 10 (0,134 g; 0,35 mmol) smo suspendirali v MeOH (10 mL) in dodali 2 M NaOH 
(0,90 mL; 1,74 mmol). Reakcijo smo pustili čez noč pri 80 °C (refluks). Hidrolizirana 
spojina je izpadla po nakisanju reakcijske zmesi z 1 M raztopino HCl (cca. 15 mL; pH = 1-
2). Oborino smo filtrirali pod znižanim tlakom in posušili. Izolirali smo 0,101 g produkta. 
Izgled: črna oborina. Izkoristek: 78,2 %. Rf: 0 (MF; DKM : MeOH = 9 : 1). 1H NMR (400 
MHz; DMSO-d6): δ 2,28 (s, 3H, CH3), 7,79 (d, 1H, J = 8,5 Hz, ArH-4), 8,01(dd, 1H, J1 = 
8,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, ArH-5), 8,61 (d, 1H, J = 1,5 Hz, ArH-7), 11,98 (s, 1H, pirol-CONH), 
12,36 (s, 1H, pirol-NH), 13,01 (s, 1H, COOH) ppm. Temperatura tališča: > 300 °C. 
  






Spojino 12 smo sintetizirali po splošnem sinteznem postopku D. Uporabili smo: spojino 11 
(0,101 g; 0,27 mmol), DMF (3 mL), HOBt (0,048 g; 0,36 mmol), EDC (0,051 g; 0,33 mmol), 
NMM (0,06 mL; 0,56 mmol) in spojino 5 (0,032 g; 0,27 mmol). Za izolacijo spojine 12 smo 
porabili 30 mL EtOAc, 25 mL 10 % raztopine citronske kisline in 30 mL nasičene raztopine 
NaHCO3. Pri izolaciji so izpadle tri različne oborine. Prva pri spiranju organske faze s 
citronsko kislino, druga iz matičnice, ki je ostala po vakuumski filtraciji prve oborine in 
tretja pri spiranju organske faze z nasičeno raztopino NaHCO3. Oborine smo vakuumsko 
filtrirali ter posušili. S pomočjo TLC smo ugotovili prisotnost produkta v vseh treh oborinah, 
zato smo jih po sušenju združili. Izolirali smo 0,074 g produkta. Izgled: rumenorjava 
oborina. Izkoristek: 57,8 %. Rf: 0,70  (MF; DKM : MeOH = 9 : 1). 1H NMR (400 MHz; 
DMSO-d6): δ 1,56 (s, 3H, CH2, CH2-HA), 1,73 (s, 3H, CH2, CH2-HB), 2,28 (s, 3H, CH3), 
3,54 (d, 2H, J = 10,8 Hz, CH2O), 4,03-4,12 (m, 1H, OC(CH2)HO), 5,01 (s, 1H, ONHCO), 
7,63 (d, 1H, J = 8,3 Hz, ArH-4), 7,76 (d, 1H, J = 8,1 Hz, ArH-5), 8,26 (d, 1H, J = 8,6 Hz, 
ArH-7) ppm. Signalov za pirol-CONH in pirol-NH ne vidimo v NMR spektru. 




V DKM (10 mL) smo dispergirali spojino 12 (0,065 g; 0,14 mmol) ter dodali CF3COOH 
(0,11 mL; 1,38 mmol). Reakcijo smo pustili čez noč pri sobni temperaturi. Po 15 h smo s 
pomočjo TLC ugotovili, da je v reakciji še veliko izhodne spojine, zato smo dodali še 10 gtt 
CF3COOH. Po dodatnih 8 urah nismo več opazili lise izhodne spojine, zato smo produkt 
izolirali. Po končani acidolizi je produkt izpadel kot oborina, ki smo jo filtrirali pod znižanim 
tlakom. Oborino smo spirali z dietiletrom (cca. 20-30 mL) ter posušili. Izolirali smo 0,023 g 
produkta. Izgled: temno vijolična oborina. Izkoristek: 43,1 %. Rf: 0 (MF; DKM : MeOH = 
9 : 1). 1H NMR (400 MHz; DMSO-d6): δ 2,28 (s, 3H, CH3), 7,77 (d, 1H, J = 8,6 Hz,  ArH-
4), 7,85 (dd, 1H, J1 = 8,5 Hz, J2 = 1,7 Hz, ArH-5), 8,39 (s, 1H, ArH-7), 11,27 (s, 1H, NHOH), 
11,95 (s, 1H, pirol-CONH), 12,40 (s, 1H, pirol-NH ) ppm. NHOH se ne vidi. Temperatura 
tališča: > 300 °C. HRMS (ESI-) m/z za C14H9Cl2N4O3S ([M-H]
-): izračunan 382,97669, 
izmerjen 382,97842. HPLC: tr = 5,57 min (98,0 % pri 254 nm, 98,1 % pri 280 nm). 





4.2.3 Sinteza metil 2-amino-4-hidroksi-1,3-benzotiazol-6-karboksilata (17) 
 
Shema 5: Sinteza metil 2-amino-4-hidroksi-1,3-benzotiazol-6-karboksilata (17). Reaktanti in 
pogoji: a) TBDS-Cl, piridin, sobna temperatura, 20 h; b) Pd/C, MeOH, Ar, H2, sobna 
temperatura, 4 h; c) KSCN, Br2, CH3COOH, sobna temperatura, 15 h. 
 
a) Sinteza metil 3-((terc-butildimetilsilil)oksi)-4-nitrobenzoata (15) 
Spojino 15 smo sintetizirali po sinteznem postopku E. Uporabili smo: izhodna spojina 14 
(0,890 g; 4,51 mmol), piridin (12 mL) in TBDS-Cl (0,953 g; 6,32 mmol). Za izolacijo smo 
porabili 45 mL EtOAc in 120 mL 1 M HCl (spirali smo 3-krat s po 40 mL). Izolirali smo 
1,50 g nečiste spojine, s katero smo šli v naslednjo stopnjo. Rf: 0,74 (MF; DKM : MeOH = 
20 : 1). 1H NMR (400 MHz; DMSO-d6): δ 0,29 – 0,32 (m, 6H, SiCH3), 0,98 – 1,01 (m, 9H, 
CCH3), 3,94 (s, 3H, COOCH3), 7,61 (d, 1H, J = 1,6 Hz, ArH-2), 7,74 (d, 1H, J = 1,7 Hz, 
ArH-6), 8,04 (d, 1H, J = 8,4 Hz, ArH-5) ppm. 
 
b) Sinteza 4-amino-3-((terc-butildimetilsilil)oksi)benzoata (16) 
Produkt prejšnje stopnje (1,50 g), ki vsebuje spojino 15, smo raztopili v MeOH (30 mL) ter 
raztopino prepihali z argonom. Dodali smo paladij na ogljiku (0,15 g) ter zmes še nekaj časa 
prepihovali z argonom. Argon smo zamenjali za vodik ter z njim prepihovali reakcijsko zmes 
(med potekom reakcije smo prepihovali večkrat). Reakcija je potekla v 4 urah pri sobni 
temperaturi. Po končani reakciji smo reakcijsko zmes filtrirali preko celita (snov, ki se je 
nabrala na celitu, smo spirali z MeOH). Zbranemu filtratu smo topilo odstranili pod znižanim 
tlakom, oljast ostanek pa čistili s kolonsko kromatografijo (MF; EtOAc : HEX = 1 : 2). 
Izolirali smo 1,107 g  produkta. Izgled: beli kristali. Izkoristek: 81,7 %. Rf: 0,73 (MF; DKM 
: MeOH = 20 : 1). 1H NMR (400 MHz; DMSO-d6): δ 0,19 – 0,24 (m, 6H, CH3SiCH3), 0,93 
– 1,01 (m, 9H, C(CH3)3), 3,74 (s, 3H, COOCH3), 5,39 (s, 2H, NH2), 6,70 (d, 1H, J = 8,3 Hz, 




ArH-5), 7,23 (d, 1H, J = 1,9 Hz, ArH-2), 7,83 (dd, 1H, J1 = 8,3 Hz, J2 = 1,9 Hz, ArH-6) 
ppm. Temperatura tališča: 67 °C. 
 
c) Sinteza metil 2-amino-4-hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilata (17) 
Spojino 16 (1,110 g; 3,93 mmol) smo raztopili v CH3COOH (12 mL) in dodali  KSCN (0,765 
g; 7,87 mmol). Reakcijsko zmes smo ohladili na ledeni kopeli (da zmes ni zmrznila, smo jo 
vmes postavili na sobno temperaturo). Na bučko smo namestili kapalnik, v katerem smo v 3 
mL CH3COOH raztopili Br2 (0,200 mL; 3,93 mmol). Raztopino Br2 smo počasi dokapavali 
v reakcijsko zmes, ki smo jo med tem hladili na ledeni kopeli. Po dodatku celotne količine 
raztopine Br2 smo reakcijo pustili pri sobni temperaturi čez noč. Za izolacijo sojine 17 smo 
reakcijsko zmes nevtralizirali z nasičeno raztopino NaHCO3. Izvedli smo ekstrakcijo vodne 
faze z EtOAc (porabili smo 350 mL v več delih). Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4, 
filtrirali ter odstranili topilo pod znižanim tlakom. Izolirali smo 0,668 g produkta. Izgled: 
rumen prah. Izkoristek: 75,7 %. Rf: 0,12 (MF; DKM : MeOH = 20 : 1). 1H NMR (400 
MHz; DMSO-d6): δ 3,81 (s, 3H, COOCH3), 7,28 (d, 1H, J = 1,7 Hz, ArH-5), 7,69 (s, 2H, 
NH2), 7,78 (d, 1H, J = 1,6 Hz, ArH-7), 9,66 (s, 1H, ArOH) ppm. Temperatura tališča: 213 
°C. 
4.2.4 Sinteza 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-4-hidroksibenzo[d]tiazol-6-
karboksilne kisline (19) 
 
Shema 6: Sinteza 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-4-hidrokdibenzo[d]tiazol-6-
karboksilne kisline (19). Reaktanti in pogoji: a) 2, Na2CO3, DMF, 80 °C, 15 h; b) 2 M NaOH, 
MeOH, 90 °C,  15 h. 
  




a) Sinteza metil 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-4-hidroksibenzo[d]tiazol-
6-karboksilata (18)  
Spojino 18 smo sintetizirali po sinteznem postopku A iz izhodne spojine 17 (0,150 g; 0,67 
mmol), DMF (4 mL), spojine 2 (0,248 g; 0,67 mmol) in Na2CO3 (0,071 g; 0,67 mmol). Za 
izolacijo smo porabili 20 mL EtOAc in 20 mL 10% raztopine citronske kisline. Izolirali smo 
0,167 g produkta. Izgled: rjav prah. Izkoristek: 52,6 %. Rf: 0,42 (MF; DKM : MeOH = 9 : 
1). 1H NMR (400 MHz; DMSO-d6): δ 3,86 (s, 3H, COOCH3), 7,47 (d, 1H, J = 1,6 Hz, ArH-
5), 7,56 (d, 1H, J = 2,3 Hz, pirol-H), 8,10 (d, 1H, J = 1,6 Hz, ArH-7), 10,32 (s, 1H, ArOH), 
12,89 (s, 1H, pirol-CONH), 13,26 (s, 1H, pirol-NH) ppm. Temperatura tališča: > 300 °C. 
 
b) Sinteza  2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-4-hidroksibenzo[d]tiazol-6-
karboksilne kisline (19) 
V MeOH (10 mL) smo dispergirali spojino 18 (0,100 g; 0,21 mmol) in dodali 2 M NaOH 
(0,56 mL; 1,06 mmol). Reakcijo smo pustili čez noč mešati pri temperaturi 90 °C (refluks). 
Po končani reakciji (spremljali smo jo z TLC) smo produkt izolirali z nakisanjem reakcijske 
zmesi z 1 M HCl, pri čemer je izpadel produkt, ki smo ga filtrirali pod znižanim tlakom ter 
posušili. Izolirali smo 0,083 g produkta. Izgled: črna oborina. Izkoristek: 85,5 %. Rf: 0 
(MF; DKM : MeOH = 9 : 1). 1H NMR (400 MHz; DMSO-d6): δ 7,48 (d, 1H, J = 1,5 Hz, 
ArH-5), 7,56 (d, 1H, J = 2,8 Hz, pirol-H), 8,04 (d, 1H, J = 1,5Hz, ArH-7), 10,31 (s, 1H, 
ArOH), 12,86 (s, 1H, pirol-CONH), 13,28 (s, 1H, pirol-NH) ppm. COOH se ne vidi. 
Temperatura tališča: > 300 °C. HRMS (ESI-) m/z za C13H6Br2N3O4S ([M-H]
-): izračunan: 
457,8451, izmerjen: 457,8458. HPLC: tr = 5,173 min (98,8 % pri 254 nm, 97,9 % pri 280 
nm). 
  





hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (22) 
 
Shema 7: Sinteza 2-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)-4- hidroksibenzo[d] 
tiazol-6-karboksilne kisline (22). Reaktanti in pogoji: a) TBDS-Cl, piridin, sobna temperatura, 
20 h; b) oksalil klorid, DKM, sobna temperatura, 15 h; c) toluen, 130 °C, 15 h; d) MeOH, 2 
M NaOH, 65 °C, 30 h. 
 
a) Sinteza metil 2-amino-4-((2-(trimetilsilil)propan-2-il)oksi)benzo[d]tiazol-6-
karboksilata (20) 
Spojino 20 smo sintetizirali po sinteznem postopku E iz spojine 17 (0,600 g; 2,68 mmol), 
piridina (15 mL) in TBDS-Cl (0,807 g; 5,35 mmol). Za izolacijo smo porabili 120 mL EtOAc 
in 600 mL 1 M HCl (spirali smo 3 krat s po 200 mL). Pri reakciji smo namesto 3,75 mmol 
TBDS-CL uporabili 5,35 mmol. Dobljeno zmes spojin smo čistili s kolonsko kromatografijo 
(MF; EtOAc : HEX = 1 : 2). Izolirali smo 0,512 g produkta. Izgled: bež kristalinični prah. 




Izkoristek: 56,5 %. Rf: 0,74 (MF; DKM : MeOH = 9 : 1). 1H NMR (400 MHz; DMSO-
d6): δ 0,22 (m, 6H, CH3SiCH3), 0,99 (m, 9H, C(CH3)3), 3,81 (s, 3H, COOCH3), 7,26 (d, 1H, 
J = 1,6 Hz, ArH-5), 7,79 (s, 2H, NH2), 7,92 (d, 1H, J = 1,6 Hz, ArH-7) ppm. Temperatura 
tališča: 163 °C. 
 
b) Sinteza 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonil klorida (9) 
Spojino 9 smo sintetizirali po sinteznem postopku B. Uporabili smo: izhodno spojino 8 
(0,200 g; 1,03 mmol), DKM (20 mL) in oksalil klorid (0,44 mL; 5,15 mmol).  
 
c) Sinteza metil 2-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)-4-((2-
(trimetilsilil)propan-2-il)oksi)benzo[d]tiazol-6-karboksilata (21) 
Spojino 21 smo sintetizirali po sinteznem postopku C. Uporabili smo: spojino 9 (produkt 
stopnje b), toluen (25 mL), spojino 20 (0,300 g; 0,87 mmol). Suh ostanek smo suspendirali 
v 60 mL EtOAc ter nastalo zmes spirali s 40 mL 10 % raztopine citronske kisline. Produkt 
suspendiran v dvofaznem sistemu smo filtrirali pod znižanim tlakom in ga na nuči sprali še 
z cca. 60 mL EtOAc. Produkt smo posušili v sušilniku. Izolirali smo 0,317 g produkta. 
Izgled: beli igličasti kristali. Izkoristek: 69,5 %. Rf: 0,79 (MF; DKM : MeOH = 20 : 1). 1H 
NMR (400 MHz; DMSO-d6): δ 0,30 – 0,27 (m, 6H, CH3SiCH3), 1,05 – 1,00 (m, 9H, 
C(CH3)3), 2,28 (s, 3H, CH3), 3,87 (s, 3H, COOCH3), 7,41(s, 1H, ArH-5), 8,26 (s, 1H, ArH-
7), 11,82 (s, 1H, pirol-CONH), 12,45 (s, 1H, pirol-NH) ppm. Temperatura tališča: 226 °C. 
 
d) Sinteza 2-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)-4-hidroksibenzo[d]tiazol-
6-karboksilne kisline (22) 
Spojino 21 (0,317 g; 0,62 mmol) smo suspendiarli v MeOH (20 mL) in dodali 2 M NaOH 
(1,6 mL; 3,20 mmol). Reakcijo smo 4 ure pustili pri 65 °C (refluks), nakar smo s pomočjo 
HPLC/MS preverili potek reakcije. Ker je bilo prisotnega še veliko estra, smo dodali še 2 M 
NaOH (0,80 mL; 1,60 mmol) in reakcijo pustili čez noč pri 65 °C (refluks) Po končani 
reakciji smo reakcijsko zmes nakisali z 1 M HCl, pri čemer je izpadla oborina, ki smo jo 
filtrirali ter posušili. Izolirali smo 0,187 g oborine, za katero smo z uporabo HPLC/MS 
ugotovili cca. 10% prisotnost nehidroliziranega estra. Oborino smo ponovno suspendirali v 
MeOH (15 mL), dodali 2 M NaOH (1,0 mL; 0,43 mmol) ter reakcijo čez noč pustili pri 65 
°C. Produkt smo izolirali tako, da smo pod znižanim tlakom odstranili del topila in zmesi 
dodali 12 mL vode. Nastalo zmes smo nakisali z uporabo 1 M HCl (do pH ̴ 1-2), pri čemer 




je izpadla oborina, ki smo jo filtrirali pod znižanim tlakom in na nuči sprali z MeOH (cca. 
20 mL). Oborino smo posušili. Izolirali smo 0,095 g produkta. Izgled: vijolična oborina. 
Izkoristek: 39,9 %. Rf: 0 (MF; DKM : MeOH = 20 : 1). 1H NMR (400 MHz; DMSO-d6): 
δ 2,28 (s, 3H, CH3), 7,45 (d, 1H, J = 1,6 Hz, ArH-5), 8,05 (d, 1H, J = 1,5 Hz, ArH-7), 10,30 
(s, 1H, ArOH), 11,98 (s, 1H, pirol-CONH), 12,42 (s, 1H, pirol-NH) ppm. COOH se ne vidi. 
Temperatura tališča: > 300 °C. HRMS (ESI-) m/z za C14H8Cl2N3O4S ([M-H]
-): izračunan 
383,9618, izmerjen 383,9622. HPLC: tr = 6,310 min (96,2 % pri 254 nm, 95,3 % pri 280 
nm). 
  





dihidropiridin-2-il)methoksi)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (32) 
 
Shema 8: Sinteza 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-4-((5-hidroksi-4-okso-1,4-
dihidropiridin-2-il)methoksi)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (32). Reaktanti in pogoji: 
a) 24, K2CO3, DMF, Ar, 60 °C,  4 h; b) Et3N, metansulfonil klorid, DKM, sobna temperatura,  




4 h; c) NaBr, DMF, sobna temperatura, 15 h; d) 17, K2CO3, CH3CN, 60 °C, 15 h; e) 2, 
Na2CO3, DMF, 80 °C, 17 h; f) NH3 ( 25 % vodna raztopina), MeOH, 3 h pri 60 °C nato 15 
h pri sobni temperaturi; g) 2 M NaOH, dioksan, 18 h; h) 1 M HCl v CH3COOH, CH3COOH, 
sobna temperatura, 40 h. 
a) Sinteza 2-(hidroksimetil)-5-((4-metoksibenzil)oksi)-4H-piran-4-ona (25) 
Spojino 23 (5,00 g; 35,20 mmol) in K2CO3 (10,70 g; 77,40 mmol) smo suspendirali v DMF 
(65 mL), nastalo zmes prepihovali z argonom ter segreli na temperaturo 60 °C (reflkus). 
Skozi septo smo z brizgo po kapljicah dodajali reagent 24 (5,25 mL; 38,70 mmol). Reakcija 
je potekla v 4 urah pri 60 °C. Po končani reakciji smo reakcijsko zmes zlili na zmes vode in 
ledu (v razmerju 1 : 1; cca. 500 mL). Čez noč so izpadli kristali, ki smo jih filtrirali pod 
znižanim tlakom ter posušili. Izolirali smo 4,21 g produkta. Izgled: oranžni kristali. 
Izkoristek: 45,6 %. Rf: 0,37 (MF; DKM : MeOH = 9 : 1). Temperatura tališča: 112 °C. 
 
b) Sinteza (5-((4-metoksibenzil)oksi)-4-okso-4H-piran-2-il)metil metansulfonata (26) 
V DKM (55 mL) smo raztopili spojino 25 (4,12 g; 15,71 mmol), dodali Et3N (4,40 mL; 
31,74 mmol) ter zmes hladili 20 minut na ledeni kopeli. Ohlajeno zmes smo odstavili z 
ledene kopeli na sobno temperaturo in dodali metansulfonil klorid (1,20 mL; 15,51 mmol). 
Reakcija je potekla v 3 urah pri sobni temperaturi. Po končani reakciji smo reakcijski zmesi 
dodali 30 mL DKM ter nastalo fazo spirali s 140 mL nasičene raztopine NaCl. Organsko 
fazo smo nato sušili nad Na2SO4, filtrirali ter topilo odstranili pod znižanim tlakom. Produkt 
reakcije je oljasta zmes, ki smo jo brez čiščenja uporabili v naslednji stopnji. 
 
c) Sineza 2-(bromometil)-5-((4-methoksibenzil)oksi)-4H-piran-4-ona (27)  
Produkt stopnje b (4,12 g) smo raztopili v DMF (10 mL) in dodali NaBr (3,23 g; 31,44 
mmol). Reakcijo smo pustili čez noč pri sobni temperaturi. V postopku izolacije smo 
reakcijski zmesi najprej dodali 80 mL EtOAc, nakar smo organsko fazo sprali dvakrat s po 
100 mL vodne raztopine NaCl (raztopina je sestavljena iz 1 dela vode in 1 dela nasičene 
raztopine NaCl). Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4, filtrirali ter topilo odstranili pod 
znižanim tlakom. Suh ostanek je zmes spojin, ki smo jih ločili s kolonsko kromatografijo 
(MF; DKM : MeOH = 20 : 1). Zaradi slabe topnosti, smo morali izvesti suh nanos na kolono. 
Izolirali smo 2,70 g produkta. Izgled: bela kristalinična snov. Izkoristek: 39,1 % (zajema 
stopnji b in c skupaj) Rf: 0,38 (MF; DKM : MeOH = 20 : 1). 1H NMR (400 MHz; DMSO-




d6): δ 3,76 (s, 3H, Ar(PMB)OCH3), 4,56 (s, 2H, Ar(piran)CH2Br), 4,86 (s, 2H, 
Ar(PMB)CH2OAr(piran)), 6,57 (s, 1H, Ar(piran)H), 6,95 (d, 2H, J = 8,7 Hz, 2 × Ar(PMB)H), 7,35 
(d, 2H, J = 8,7 Hz, 2 × Ar(PMB)H), 8,26 (s, 1H, Ar(piran)H) ppm. Temperatura tališča: 107 
°C. 
 
d) Sinteza metil 2-amino-4-((5-((4-methoksibenzil)oksi)-4-okso-4H-piran-2-
il)metoksi)benzo[d]tiazol-6-karboksilata (28) 
Spojino 27 (1,02 g; 3,12 mmol) smo raztopili v CH3CN (40 mL), dodali K2CO3 (0,860g; 
6,22 mmol) in spojino 17 (0,700 g; 3,12mmol). Reakcijo smo pustili čez noč pri 60°C 
(refluks). V postopku izolacije smo pod znižanim tlakom odstranili CH3CN ter suh ostanek 
raztopili v 140 mL EtOAc. Izvedli smo ekstrakcijo organske faze z 180 mL 10% raztopine 
citronske kisline, pri čemer je izpadla oborina, ki smo jo filtrirali pod znižanim tlakom ter 
posušili. Fazi smo ločili ter izvedli ekstrakcijo organske faze s 180 mL nasičene raztopine 
NaHCO3. Tudi pri drugi ekstrakciji je izpadla oborina, ki smo jo filtrirali pod znižanim 
tlakom ter sušili. S pomočjo TLC smo ugotovili, da sta oborini produkt, produkt pa je še 
zmeraj prisoten tudi v organski fazi. Organski fazi smo odstranili topilo pod znižanim tlakom 
ter posušeno zmes spojin ločili s kolonsko kromatografijo (MF; DKM : MeOH = 20 : 1). 
Oborini ter ustrezne faze s kolon smo združili. Izolirali smo 0,89 g produkta. Izgled: rjava 
oborina. Izkoristek: 60,5 % Rf: 0,43 (MF; DKM : MeOH = 9 : 1). 1H NMR (400 MHz; 
DMSO-d6): δ 3,76 (s, 3H, Ar(PMB)OCH3), 3,83 (s, 3H, COOCH3), 4,88 (s, 2H,  
Ar(PMB)CH2OAr(piran)), 5,17 (s, 2H, Ar(piran)CH2OAr), 6,57 (s, 1H, Ar(piran)H), 6,96 (d, 2H, J = 
8,7 Hz, 2 × Ar(PMB)H), 7,35 (d, 2H, J = 8,7 Hz, 2 × Ar(PMB)H), 7,44 (d, 1H, J = 1,5 Hz, ArH-
5), 7,99 (s, 2H, NH2), 8,02 (d, 1H, J = 1,5 Hz, ArH-7), 8,27 (s, 1H, Ar(piran)H) ppm. 
Temperatura tališča: 126 °C. 
 
e) Sinteza metil 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-4-((5-((4-
metoksibenzil)oksi)-4-okso-4H-piran-2-il)metoksi)benzo[d]tiazol-6-karboksilata 
(29) 
Spojino 29 smo sintetizirali po sinteznem postopku A. Uporabili smo: izhodno spojino 28 
(0,350 g; 0,75 mmol), DMF (14 mL), spojino 2 (0,277 g; 0,75 mmol) raztopljeno v 4 mL 
DMF in Na2CO3 (0,079 g; 0,75 mmol). Postopek smo tekom sinteze nekoliko spremenili. 
Reakcijo smo sprva pustili pri 60°C, ker po 2 urah na podlagi TLC nismo opazili bistvenih 




sprememb reakcije, smo temperaturo povišali na 80 °C ter reakcijo pustili čez noč (refluks). 
Po cca. 15 urah smo razvili TLC reakcijske zmesi in ugotovili, da je prisotne še veliko 
spojine 28, zato smo še dodali spojino 2 (0,139 g; 0,38 mmol) raztopljeno v 2 mL DMF in 
reakcijo pustili še 2 uri. V postopku izolacije smo reakcijski zmesi dodali 90 mL EtOAc in 
izvedli ekstrakcijo z 90 mL 10 % raztopine citronske kisline. Pri ekstrakciji je izpadla 
oborina, ki smo jo filtrirali pod znižanim tlakom in posušili. Fazi smo ločili in organsko fazo 
ekstrahirali z 90 mL nasičene NaHCO3, tudi pri tej ekstrakciji je izpadla oborina, ki smo jo 
na enak način filtrirali in sušili. Čez noč je tudi iz matičnice, ki je ostala po zadnji ekstrakciji, 
izpadla oborina, ki smo jo po istem postopku filtrirali in sušili. Z uporabo 1H NMR 
spektroskopije in TLC smo potrdili ustreznost in čistost spojine. Izolirali 0,42 g produkta. 
Izgled: bež oborina. Izkoristek: 77,8 % Rf: 0,52 (MF; DKM : MeOH = 20 : 1). 1H NMR 
(400 MHz; DMSO-d6): δ 3,78 (s, 3H, Ar(PMB)OCH3), 3,89 (s, 3H, COOCH3), 4,90 (s, 2H,  
Ar(PMB)CH2OAr(piran)), 5,26 (s, 2H, Ar(piran)CH2OAr), 6,64 (s, 1H, Ar(piran)H), 6,97 (d, 2H, J = 
8,7 Hz, 2 × Ar(PMB)H), 7,36 (d, 2H, J = 8,6 Hz, 2 × Ar(PMB)H), 7,57 (d, 1H, J = 2,7 Hz, pirol-
H), 7,60 (d, 1H, ArH-5), 8,31 (d, 1H, ArH-7), 8,35 (s, 1H, Ar(piran)H), 13,00 (s, 1H, pirol-
CONH), 13,28 (s, 1H, pirol-NH) ppm. Temperatura tališča: 254 °C. 
 
f) Sinteza metil 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-4-((5-((4-
metoksibenzil)oksi)-4-okso-1,4-dihidropiridin-2-il)metoksi)benzo[d]tiazol-6-
karboksilata (30) 
Spojino 29 (0,150 g; 0,12 mmol) smo suspendirali v MeOH (15 mL), dodali 8 mL 25 % 
vodne raztopine amonijaka ter reakcijo pustili 4 ure pri 60 °C (refluks). Po štirih urah smo 
se na podlagi TLC odločili, da dodamo še 3 mL 25 % vodne raztopine amonijaka ter reakcijo 
pustili čez noč. V postopku izolacije smo pod znižanim tlakom odstranili topilo in razvili 
TLC suhega ostanka, pri tem pa ugotovili, da je suh ostanek zmes. Suh ostanek (0,145 g) 
smo prelili s 120 mL MeOH, segreli do vrenja in vroče filtrirali. Ker produkta na ta način 
nismo očistili, smo raztopini dodali silikagel ter s postopkom suhega nanosa nanesli zmes 
na kolono in spojino čistili s kolonsko kromatografijo (MF; DKM : MeOH = 9 : 1). Izolirali 
smo 0,048 g produkta. Izgled: bež trdna oborina. Izkoristek: 32,0 %. Rf: 0,40 (MF; DKM : 
MeOH = 9 : 1), 0,92 (MF; DKM : MeOH = 1 : 1). 1H NMR (400 MHz; DMSO-d6): δ 3,77 
(s, 3H, Ar(PMB)OCH3), 3,89 (s, 3H, J = 8,9 Hz, COOCH3), 4,98 (s, 1H, Ar(PMB)CH2OAr(piran)), 
5,13 (d, 2H, J = 5,8 Hz, Ar(piran)CH2OAr), 5,21 (s, 1H, Ar(PMB)CH2OAr(piran)), 13,00 (s, 1H, 
pirol-CONH), 13,28 (s, 1H, pirol-NH) ppm. Ostalih premikov ne moremo z gotovostjo 




določiti, ker imamo zaradi tavtomerije piridinonskega obroča zelo kompleksen NMR 
spekter. Temperatura tališča: > 300 °C. 
 
g) Sinteza 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-4-((5-((4-metoksibenzil)oksi)-4-
okso-1,4-dihidropiridin-2-il)metoksi)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (31) 
V 1,4-dioksanu (10 mL) smo suspendirali spojino 30 (0,040 g; 0,06 mmol) in dodali 2 M 
NaOH (0,14 mL; 0,28 mmol). Reakcijsko zmes smo segreli do temperature 60 °C (refluks) 
in po 4 urah razvili TLC reakcijske zmesi. Reakcijski zmesi smo dodali še 4 mL dioksana in 
4 gtt 2 M NaOH ter reakcijo pri temperaturi 60 °C pustili čez noč. Po cca. 15 urah smo razvili 
TLC in opazili še minimalno prisotnost izhodne spojine 30, zato smo dodali še 5 gtt 2 M 
NaOH ter reakcijo pustili še 3 ure pri 60 °C. Za izolacijo produkta smo najprej pod znižanim 
tlakom odstranili reakcijski medij (1,4-dioksan in voda). Suhemu ostanku smo dodali 4 mL 
vode ter s pomočjo ultrazvočne kadičke raztopili spojino. Raztopino smo nato nakisali z 1 
M HCl, pri čemer je izpadla oborina, ki smo jo filtrirali pod znižanim tlakom in posušili. 
Izolirali smo 0,025 g produkta. Izgled: rdeča oborina. Izkoristek: 63,7 %. Rf: 0 (MF; DKM 
: MeOH = 9 : 1); 0,76 (MF; DKM : MeOH = 1 : 1). 1H NMR (400 MHz; DMSO-d6): δ 3,77 
(d, 3H, J = 10,5 Hz, Ar(PMB)OCH3), 4,72 (s, 1H, Ar(PMB)CH2OAr(piran)), 5,32 (s, 1H,  
Ar(PMB)CH2OAr(piran)), 5,48 (d, 2H, J = 4,6 Hz, Ar(piran)CH2OAr), 6,96 (dd, 2H, J1 = 26,1 Hz, 
J2 = 8,6 Hz, 2 × Ar(PMB)H), 7,40 (dd, 2H, J1 = 30,2 Hz, J2 = 8,6 Hz, 2 × Ar(PMB)H), 7,56 (s, 
1H, pirol-H), 7,60 (s, 1H, ArH-5), 8,34 (s, 1H, ArH-7), 12,95 (s, 1H, pirol-CONH), 13.30 
(s, 1H, pirol-NH) ppm. COOH, Ar(piridin)OH in Ar(piridin)NH niso vidni, prav tako ne moremo 
z gotovostjo določiti protonov piridinskega fragmenta zaradi zmesi tavtomernih oblik. 
Temperatura tališča: > 300 °C. 
 
h) Sinteza 2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-4-((5-hidroksi-4-okso-1,4-
dihidropiridin-2-il)methoksi)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (32) 
Spojino 31 (0,023 g; 0,033 mmol) smo suspendirali v ocetni kislini (5 mL) in dodali 1 M 
HCl v ocetni kislini. Reakcijo smo pustili preko dve noči pri sobni temperaturi. Produkt smo 
izolirali tako, da smo oborino, ki je prisotna ves čas reakcije, filtrirali pod znižanim tlakom, 
na nuči sprali z dietiletrom in posušili. Izolirali smo 0,010 g produkta. Izgled: rožnata 
oborina. Izkoristek: 52,4 %. Rf: 0 (MF; DKM : MeOH = 1 : 1). 1H NMR (400 MHz; 
DMSO-d6): δ 5,38 (s, 2H, Ar(piridin)CH2OAr), 7,13 (s, 1H, Ar(piridin)H), 7,55 (s, 1H, pirol-H), 
7,59 (d, 1H, J = 1,3 Hz, ArH-5), 8,02 (s, 1H, Ar(piridin)H), 8,32 (d, 1H, J = 1,3 Hz,  ArH-7), 




12,94 (s, 1H, pirol-CONH), 13,29 (s, 1H, pirol-NH) ppm. COOH, Ar(piridin)OH in Ar(piridin)NH 
niso vidni. Temperatura tališča: > 300 °C. HRMS (ESI-) m/z za C19H11Br2N4O6S ([M-H]
-
): izračunan 580,8773, izmerjen 580,8772.   




5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
5.1 RAZPRAVA O SINTEZNIH POSTOPKIH 
5.1.1 Tvorba hidroksamske kisline (sinteza spojin 7 in 13) 
Za tvorbo hidroksamske kisline iz karboksilne kisline smo uporabili spojino 5, pri kateri gre 
za hidroksilamin zaščiten s tetrahidropiranilno zaščitno skupino. Prvi fazi, v kateri smo z 
uporabo sklopitvenih reagentov tvorili amid, je sledila odstranitev tetrahidropiranilne 
zaščite. 
V začetni stopnji uporabe sklopitvenih reagentov smo izhodno spojino (4 oz. 11) raztopili v 
DMF, dodali NMM, EDC in HOBt ter zmes 20 min hladili na ledeni kopeli. NMM v prvi 
fazi deprotonira karboksilno kislino, temu pa sledi nukleofilni napad karboksilata na 
karbodiimidno skupino EDC, kar privede do nastanka reaktivnega O-acil sečninskega 
derivata. O-acil derivat lahko neposredno reagira z aminom, pri tem obstaja nevarnost 
prenosa acetilne skupine z O na N, nastali N-acil sečninski derivat pa ni reaktiven. Težavo 
smo odpravili z uporabo HOBt ter hlajenjem reakcijske zmesi. HOBt ima vlogo pomožnega 
nukleofila, ki napade aktivni O-acil derivat, pri čemer nastane aktivirani ester. V zadnji 
stopnji, ki je potekala pri sobni temperaturi, smo reakcijski zmesi dodali amin. Amin je 
reagiral z aktiviranim estrom, pri čemer gre za nukleofilni napad amina na karbonilno 
skupino, kot stranski produkt pa izstopi molekula HOBt (shema 9). 
 
Shema 9: Mehanizem uporabe sklopitvenih reagentov EDC, HOBt. Prirejeno po (32). 




Produkt sklopitvene reakcije je s tetrahidropiranilno zaščitno skupino zaščitena 
hidroksamska kislina (spojina 6 oz. 12), ki smo jo v zadnji stopnji sinteze končnih spojin 7 
in 13 odstranili z acidolizo s TFA v DKM pri sobni temperaturi. V prvi stopnji odstranitve 
zaščitne skupine je prišlo do protonacije kisika, kar je povečalo elektrofilnost ogljika (modro 
obarvan C atom). Sledil je nukleofilni napad vode na elektrofilni ogljik, pri tem je nastal 
nestabilni intermediat. Po razpadu intermediata smo dobili hidroksamsko kislino ter stranski 
produkt (shema 10). 
 
Shema 10: Mehanizem odstranitve tetrahidropiranolne zaščite. Prirejeno po (33). 
 
5.1.2 Tvorba amida preko triklorometilketona 
Sintezna pot končnih spojin 7, 19 in 32 vključuje tvorbo amidne vezi med aminom 
benzotiazolnega obroča ter karbonilno skupino spojine 2, pri kateri gre za triklorometilketon. 
Pri triklorometilketonu je karbonilna skupina aktivirana, saj je zaradi elektronegativnosti 
kloridnih atomov elektronska gostota na karbonilnem ogljiku manjša in je ta posledično bolj 
elektrofilen. Pri reakciji je šlo torej za nukleofilni napad amina na aktiviran karbonilni ogljik, 
pri čemer je nastal nestabilni intermediat, iz katerega izstopi kloroform kot stranski produkt 
(shema 11). Reakcijo smo pospešili s segrevanjem. Sintetiziran amid izkazuje zelo slabo 
topnost, kar smo izkoristili v procesu izolacije, pri katerem je ob spiranju z vodnimi 
raztopinami izpadel kot oborina. 





Shema 11: Mehanizem sinteze amida preko triklorometilketona. 
 
5.1.3 Tvorba amida preko kislinskega klorida 
Uporabe aktivacije karboksilne kisline preko tvorbe kislinskega klorida smo se posluževali 
pri sintezi končnih spojin 13 in 22. V prvem koraku smo z uporabo oksalil klorida iz izhodne 
karboksilne kisline 8 pripravili kislinski klorid. Pri tvorbi kislinskega klorida smo morali 
zagotoviti brezvodne pogoje, saj bi prisotnost vode pripeljala do hidrolize kislinskega 
klorida. Brezvodne pogoje smo dosegli z brezvodnim DKM ter z argonovo atmosfero. 
Mehanizem nastanka kislinskega klorida preko oksalil klorida prikazuje shema 12. V 
nadaljevanju smo sintetiziranemu kislinskemu kloridu odstranili topilo pod znižanim 
tlakom, pri čemer smo se znebili tudi prebitnega oksalil klorida. Nato smo nastali kislinski 
klorid raztopili v toluenu, dodali amin ter reakcijsko zmes segrevali, pri čemer je prišlo do 
nukleofilnega napada amino skupine na aktivirano karbonilno skupino, kar je privedlo do 
nastanka nestabilnega intermediata, iz katerega se je odcepil kloridni anion. 
 
Shema 12: Mehanizem sinteze amida preko kislinskega klorida. Prirejeno po (34). 
 




5.1.4 Uporaba terc-butildimetilsilil zaščitne skupine 
TBDS zaščitno skupino smo uporabili za zaščito aromatske hidroksilne skupine v postopku 
sinteze spojin 17 in 22. Z zaščito smo poskrbeli za usmerjeno sintezo, ki bi bila brez zaščitene 
hidroksilne skupine nemogoča. TBDS smo uvedli z uporabo reagenta TBDS-Cl. Reakcijski 
medij je bil piridin, reakcija pa je potekla pri sobni temperaturi. Piridin je poleg topila tudi 
aktivator, ki tvori s TBDS-Cl N-aciliran produkt ter poveča hitrost reakcije. Sledil je 
nukleofilni napad hidroksilne skupine na aktivirano spojino, ki privede do tvorbe etra. 
Piridinijev klorid izpade kot stranski produkt (opazimo ga kot oborino). Vse spojine, kjer 
smo imeli na hidroksilni skupini TBDS zaščito, so bile v obliki kristalov (shema 13 A). 
TBDS zaščitna skupina je ostala pri kislih pogojih stabilna, odstranitev pa je potekla pri 
bazičnih pogojih (shema 13 B). Pri sintezi spojine 17 smo zaščito odstranili že v postopku 
izolacije, kjer smo reakcijsko zmes nevtralizirali z uporabo nasičene raztopine NaHCO3. V 
procesu sinteze spojine 22 se je zaščitna skupina odstranila pri hidrolizi metilnega estra – to 
se je zgodilo takoj ob dodatku raztopine NaOH, kar smo opazili s spremembo Rf na TLC. 
 
 
Shema 13: Uporaba TBDS zaščitne skupine: A - mehanizem uvedbe; B - mehanizem 
odstranitve zaščitne skupine. Prirejeno po (35). 
5.1.5 Redukcija nitro skupine 
Redukcijo nitro skupine do amina s katalitskim hidrogeniranjem samo izvedli v postopku 
sinteze spojine 17, v katerem smo spojino 15 reducirali do spojine 16. Spojino 15 smo 




raztopili v MeOH ter s prepihovanjem raztopine z argonom zagotovili inertno atmosfero. V 
raztopino smo nato dodali paladij na ogljiku ter začeli s prepihovanjem reakcijske zmesi z 
vodikom. Glede na maso spojine, ki smo jo reducirali, smo določili količino katalizatorja, ta 
je znašala 10 % mase te spojine. Potek redukcije smo spremljali s TLC. V postopku izolacije 
smo reakcijsko zmes filtrirali preko celita, s čimer smo odstranili Pd/C. 
Redukcija nitro skupine poteka na površini paladija adsorbiranega na oglje. Pladij ima vlogo 
katalizatorja, ki sodeluje pri modulaciji razporeditve naboja na molekuli vodika in na nitro 
skupini. Haberjev reakcijski mehanizem predpostavlja potek reakcije po dveh vzporednih 
poteh. Prva je preko nitrozo in hidroksilaminskih intermediatov do amina, druga, t.i. 
kondenzacijska pot, pa zajema tvorbo dimera iz nitrozo in hidroksilaminskih intermediatov, 
katerih razpad privede do tvorbe amina. Proučevanje mehanizma reakcije v zadnjih letih je 
privedlo do novih spoznanj, ki bodo morebiti pripeljala do podrobnejših ali celo drugačnih 
razlag mehanizma (36). 
5.1.6 Alkalna hidroliza metilnega estra 
Karboksilna skupina na mestu 6 benzotiazolnega fragmenta je pri vseh sinteznih postopkih 
zaščitena z metilnim estrom. Pri sintezi spojin 7 in 13 je cepitev potrebna za nadaljnjo 
sintezo, pri spojinah 19, 22 in 32 pa ester cepimo, da omogočimo interakcijo funkcionalne 
skupine v vezavnem mestu DNA-giraze. Za vse hidrolize, razen pri sintezi spojine 32,  smo 
uporabili 2 M NaOH v MeOH kot topilu, pri pogojih 65 – 90 °C (refluks). 
Pri reakciji gre za nukleofilni napad hidroksilnega aniona na karbonilni ogljik, kar privede 
do nastanka nestabilnega intermediata, iz katerega izstopi metoksid, ki v naslednjem koraku 
deprotonira karboksilno kislino. Produkt hidrolize je karboksilna kislina v ionizirani obliki 
in metanol kot stranski produkt (shema 14).  
Alkalno hidrolizo smo lahko spremljali s TLC, saj ionizirana karboksilna kislina v primerjavi 
z metilnim estrom ostane na mestu nanosa. Pri sintezi spojine 22 je bilo spremljanje alkalne 
hidrolize zaradi prisotnosti kisle hidroksilne skupine na mestu 4 benzotiazolnega obroča 
onemogočeno, zato smo si pomagali z metodo HPLC/MS 





Shema 14: Alkalna hidroliza metilnega estra. Prirejeno po (37). 
5.1.7 Sinteza  metil 2-amino-4-hidroksi-1,3-benzotiazol-6-karboksilata (17) 
Za izvedbo ciklizacije benzotiazolnega obroča v načrtovanem benzotiazolu s hidroksilno 
skupino na mestu 4 (17), smo uporabili postopek z uporabo broma in kalijevega tiocianata, 
ki so ga na Katedri za farmacevtsko kemijo že uspešno uporabljali. Pri sintezi smo v ocetni 
kislini raztopili izhodno spojino 16 in kalijev tiocianat ter reakcijsko zmes hladili na ledeni 
kopeli – pri tem smo pazili, da ni zmrznila. Preko kapalnika smo nato dodajali v ocetni kislini 
raztopljen brom. Po dodatku celotne količine broma smo reakcijo pustili mešati pri sobni 
temperaturi (cca. 15h). 
Uporaba broma kot katalizatorja tovrstnih ciklizacij je v literaturi velikokrat omenjena, 
nikjer pa ni prisotne mehanistične razlage poteka ciklizacije. Teorija, da bi na mestu 5 
spojine 16 prišlo do elektrofilne aromatske substitucije vodika z bromom, v naslednjem 
koraku pa do nukleofilne aromatske substitucije broma s tiocianatom, po vsej verjetnosti ne 
drži. Dokaz za to sta spojini 16a in 16b, ki smo ju odkrili kot vmesna produkta ciklizacije 
(shema 16). Pri tem je bilo na Katedri za farmacevtsko kemijo ugotovljeno, da spojina 16a 
ne reagira naprej, torej mora priti do tvorbe benzotiocianata preko drugih mehanizmov. En 
od možnih mehanizmov katalize je v literaturi omenjena tvorba intermediata broma s 
tiocianatom, pri kateri bi prišlo do povečanja elektrofilnosti žvepla, to pa bi v procesu 
elektrofilne aromatske substitucije nadomestilo vodik na mestu 5, ki je na spojini 16 z vidika 
ostalih substituentov najbolj dovzetno za substitucijo (shema 15) (38, 39). 





Shema 15: Predviden mehanizem ciklizacije benzotiazolnega obroča. Spojina v okvirčku je 
prirejena po (39), za njen obstoj nimamo dokaza. 
Pri določanju pogojev ciklizacije smo reakcijo spremljali s TLC in po 5 urah sklenili, da 
bomo šli v izolacijo, saj smo bili mnenja, da bi lahko čez daljše časovno obdobje  prišlo do 
nastajanja stranskih produktov. Reakcijo smo začeli z 1 ekvivalentom broma ter 2 
ekvivalentoma kalijevega tiocianata, isto razmerje reaktantov smo uporabili v vseh 
ponovitvah reakcije. Po izolaciji smo s TLC ugotovili, da imamo prisotni dve spojini, pri 
nobeni od njiju ciklizacija ni potekla – to smo potrdili tudi z 1H NMR. S HPLC/MS analizo 
smo ugotovili, da imamo zmes spodnjih produktov v razmerju približno 16a : 16b = 1 : 5. 
Zmes izolirnih spojin smo nato ponovno raztopili v ocetni kislini, dodali še 0,5 ekvivalenta 
kalijevega tiocianata ter pustili čez noč. Po izolaciji smo izolirali ustrezno cikliziran produkt. 
 
Shema 16: Strukture prepoznanih produktov reakcije pred ciklizacijo. 
  




5.1.8 Sinteza  2-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-4-((5-hidroksi-4-okso-1,4-
dihidropiridin-2-il)methoksi)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (32) 
Sintezo spojine 32 sestavlja več stopenj, ki zajemajo pripravo siderofornega elementa iz 
kojične kisline in pripenjanje le-tega na spojino 17, tvorbo amida med spojino 17 in 2, 
substitucijo kisika z dušikom na sideroforu ter odstranitev zaščitne skupine PMB in 
metilnega estra. Tvorba amida s sklopitvenimi reagenti in hidroliza metilnega estra sta že 
pojasnjeni. 
Za tvorbo etra med kojično kislino in hidroksilno skupino na mestu 4 spojine 17, smo morali 
hidroksilno skupino kojične kisline zaščiti. Uporabili smo zaščito PMB, ki je pri pogojih 
nadaljnje sinteze stabilna, odstranitev z acidolizo (TFA ali HCl) pa ne ogroža končne 
spojine. Mehanizem uvedbe je predstavljen na shemi 17, pri reakciji gre za Williamsonovo 
sintezo etrov. Nukleofilnost aromatske hidroksilne skupine povečamo z odtegnitvijo protona 
z bazo, čemur sledi nukleofilni napad na elektrofilni ogljik. Izolacijo spojine smo izvedli 
tako, da smo reakcijsko zmes zlili v zmes vode in ledu, s tem se je zmanjšala topnost, produkt 
pa je čez noč izpadel v obliki kristalov. 
 
Shema 17: Mehanizem uvajanja zaščitne skupine PMB. Prirejeno po (40). 
Nezaščiteno hidroksilno skupino kojične kisline smo spremenili v dobro izstopajočo skupino 
tako, da smo jo z uporabo mezil klorida pretvorili v mezilat. Spojino 25, raztopljeno v DKM, 
smo pred dodatkom mezil klorida hladili na ledeni kopeli, s čimer smo povečali selektivnost 
reakcije. Med nukleofilnim napadom kisika na žveplo izstopi kloridni anion, pri tem pa 
nastane intermediat s pozitivnim nabojem, ki mu baza (Et3N) odcepi odvečni proton. 
Nezreagirane reaktante ter stranske produkte smo odstranili z ekstrakcijo z vodno raztopino 
NaCl. Po sušenju organske faze in odstranitvi topila pod znižanim tlakom je ostala oljasta 
zmes. Iz TLC-ja zmesi je bilo razvidno, da je zmes sestavljena iz nezreagirane spojine 25, 
spojine 26 ter nepoznanega stranskega produkta. Zmesi nismo čistili, temveč smo z njo šli v 
stopnjo tvorbe alkil bromida, za kar smo zmes raztopili v DMF ter dodali NaBr. Pri reakciji 
se zamenjata nukleofila bromid in mezilatna skupina (nukleofilna substitucija), ki izstopi kot 




stranski produkt (shema 18). Tudi tukaj produkt reakcije ni bil čist, zato smo ga čistili s 
kolonsko kromatografijo, kar je bilo za uspešnost nadaljnjih stopenj nujno. 
 
Shema 18: Mehanizem sinteze bromida preko mezilata. Prirejeno po (41, 42). 
V naslednjem koraku smo siderofor (27) pripeli na spojino 17. Mehanizem reakcije je enak 
kot pri uvajanju zaščite PMB s tem, da smo kot topilo uporabili CH3CN, v katerem so 
reaktanti dobro topni in ga je enostavno odstraniti (shema 19). 
 
Shema 19: Pripajanje siderofora (Williamsonova sinteza etra). Prirejeno po (43). 
Po pripajanju siderofora smo na prosto amino skupino benzotiazolnega obroča (spojina 28) 
pripeli dibromopirolni fragment po že opisanem mehanizmu. Sledila je substitucija 
piranskega kisikovega atoma z dušikovim, s čimer postane molekula siderofora stabilnejša, 
njena sposobnost kompleksacije železa pa večja.  
Mehanizem substitucije sledi dvakratni 1,4-Michaelovi adiciji aminskega dušika in je 
shematsko predstavljen na shemi 22. Vmesni premiki elektronov niso predstavljeni, kisik pa 
izstopi v obliki molekule vode. Uporaba pogojev, kot smo jih uporabili, je v primeru kojične 
kisline splošno uporaben postopek za sintezo raznih piridinskih analogov (44). 





Shema 20: Mehanizem substitucije kisika z dušikom. 
Po substituciji kisikovega atoma z dušikovim smo izolirali produkt, ki smo ga morali očistiti 
s kolonsko kromatografijo, saj smo z analizo TLC zasledili prisotnost nečistot. Zaradi slabe 
topnosti smo morali izbrati postopek suhega nanosa na kolono. Stopnja je zadnja, ki dopušča 
čiščenje, saj je le-to po odstranitvi zaščitnih skupin še bolj težavno (spojina ostane v večini 
adsorbirana na silikagelu).  
V predzadnji stopnji smo izvedli hidrolizo metilnega estra. V primerjavi z drugimi končnimi 
spojinami, smo zaradi stabilnosti spojine izbrali milejše pogoje hidrolize. Kot topilo smo 
uporabili 1,4-dioksan, reakcija pa je potekala pri 60 °C. Zaradi milih pogojev je reakcija 
potekala počasi, med potekom pa smo jo spremljali s TLC ter dodajali raztopino 2 M NaOH. 
Pri izolaciji smo 1,4-dioksan odstranili pod znižanim tlakom in ostanek raztopili v vodi. 
Spojina je bila v obliki soli in zato topna v vodi, po nakisanju pa izpade v obliki oborine, ki 
jo filtriramo.  
Zadnjo stopnjo sinteze predstavlja odstranitev zaščite PMB z acidolizo. Izhodno spojino smo 
suspendirali v ocetni kislini ter dodali reagent 1 M HCl v ocetni kislini. Acidolizo smo 
spremljali s TLC ter dodajali reagent. Po končani reakciji smo oborino filtrirali ter sprali z 
dietiletrom, da smo odstranili še kakšno nečistoto.  




5.2 NEUSPELE REAKCIJE 
5.2.1 Poskus pripajanja siderofora preko tvorbe mezilata 
Pri pripajanju siderofora nas je zanimalo, če je mogoče siderofor pripeti preko tvorbe 
mezilata (shema 21). Kot izhodno spojino smo uporabili spojino 14, produkt reakcije pa ni 
bil ustrezen, zato smo se odločili za tvorbo ter uporabo bromida, s katerim je reakcija 
potekala ustrezno. 
 
Shema 21: Poskus pripajanja siderofora preko mezilata. 
5.2.2 Poskus sinteze metil 4-amino-3-((4-metoksibenzil)oksi)benzoata kot možnega 
prekurzorja v sintezi spojine 17 
Pri iskanju ustrezne zaščite hidroksilne skupine pri sintezi spojine 17, smo preverili možnost 
uporabe zaščitne skupine PMB. Sama uvedba PMB je ustrezno potekla, vendar se je  v 
postopku redukcije nitro skupine s SnCl2 odstranila (shema 22). Redukcija s SnCl2 se nam 
je zdela smotrna v primerjavi s katalitskim hidrogeniranjem, saj se slednje lahko uporablja 
kot metoda odstranitve zaščite PMB. Z 1H NMR smo potrdili, da je produkt reakcije 
reducirana izhodna spojina, uporabljen princip pa za našo sintezo ni uporaben. 
 
Shema 22: Poskus sinteze metil 4-amino-3-((4-metoksibenzil)oksi)benzoata 




5.2.3 Poskus sinteze metil 2-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)-4-((5-
((4-metoksibenzil)oksi)-4-okso-4H-piran-2-il)metoksi)benzo[d]tiazol-6-
karboksilata 
Analogno končni spojini 32 smo hoteli sintetizirati spojino z metildikloropirolamidnim 
fragmentom. Pričakovali smo, da bo sinteza potekala podobno, kot je pri ostalih primerih 
tvorbe amidne vezi preko kislinskega klorida. Na koncu reakcije smo dobili oborino, ki smo 
jo filtrirali pod znižanim tlakom, posušili ter poskusili očistiti z vročo filtracijo iz metanola. 
Že sam TLC je nakazal na neustrezen potek reakcije, saj je bilo tako v oborini, kakor tudi v 
matičnici prisotnih veliko spojin. Posneli smo tudi 1H NMR oborine, v katerem smo iskali 
za posamezne strukturne fragmente značilne premike, a iz spektra nismo uspeli razbrati nič 
ustreznega. Reakcija ni ustrezno potekla oz. nismo uspeli dokazati minimalne prisotnosti 
željenega produkta. 
 
Shema 23: Poskus sinteze metil 2-(3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)-4-((5-
((4-metoksibenzil)oksi)-4-okso-4H-piran-2-il)metoksi)benzo[d]tiazol-6-karboksilata. 
  




5.3 REZULTATI BIOKEMIJSKIH TESTIRANJ 
5.3.1 Zaviralna aktivnost na encimskem nivoju 
Končnim spojinam 7, 13, 19, 22 in 32 smo vrednotili zaviralno delovanje na encimskem 
nivoju. Testiranja so bila izvedena na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. V prvi vrsti je bilo 
izvedeno testiranje na rekombinantni DNA-girazi iz E. coli. Pri tem so pri različnih 
koncentracijah spojine opazovali rezidualno aktivnost encima (RA) v prisotnosti zaviralca. 
Slednja nam pove, kakšna je stopnja aktivnosti encima ob prisotnosti zaviralca. Če je encim 
popolnoma zavrt, ima ta vrednost 0%, če pa popolnoma aktiven pa je vrednost RA enaka 
100%. Na podlagi rezultatov RA, dobljenih pri različnih koncentracijah, je bila izračunana 
srednja zaviralna koncentracija (IC50). To je koncentracija spojine, pri kateri je aktivnost 
encima 50% glede na aktivnost v odsotnosti spojine. Rezultati aktivnosti na DNA-girazo iz 
E. coli so zajeti v preglednici 2.  
Preglednica 2: Zaviralna aktivnost spojin na DNA-girazi iz E. coli 
Spojina Struktura 
RA 
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3 67 107 92 278 
19 
 
/ / 19 102 45,9 
22 
 
/ / 5 97 4,02 
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Spojini 7 in 13 sta hidroksamska analoga spojin 4 in 11, iz katerih smo idejno izhajali, je pa 
njuna aktivnost manjša, kar kaže na to, da hidroksamska skupina ne ponuja enako močnih 
ionskih interakcij z Arg136 kot karboksilna. Pri spojini 13 smo v primerjavi s spojino 7 
opazili manjšo aktivnost, kar je v nasprotju s pričakovanji. Dosedanja spoznanja namreč 
namigujejo na to, da so hidrofobne interakcije pirolnega fragmenta s kloro substituenti 
ugodnejše, opažene anomalije žal ne vemo razložiti. Omenjeno trditev boljše aktivnosti 
pirolnega fragmenta s kloro substituenti potrjuje primerjava aktivnosti spojin 19 in 22. Obe 
spojini izkazujeta v primerjavi s prejšnjimi večjo aktivnost, kar je definitivno posledica 
hidroksilne skupine na benzotiazolnem obroču, ki ponuja možnost tvorbe novih interakcij z 
vezavnim mestom. Pri spojini 32, ki ima na hidroksilno skupino vezan siderofor, je v 
primerjavi s spojino 19 aktivnost skoraj šestkrat večja. Povečano aktivnost pripisujemo 
dodatnim hidrofobnim interakcijam in/ali vodikovim vezem, ki jih je sposoben tvoriti 
sideroforni fragment z lipofilnim žepom, sestavljenim iz aminokislinskih ostankov levcina, 
v osrednjem delu vezavnega mesta. Od proučevanih spojin je bila največja aktivnost opažena 
pri spojini 22, zanimivo bi pa bilo sintetizirati metildikloropirolni analog spojine 32, pri 
čemer bi lahko dodatno preverili povezavo med aktivnostjo in substituenti na pirolnem delu 
molekule. Spojinam 13, 22 in 32 smo določili tudi aktivnost na rekombinantni DNA-girazi 
iz S. aureus, rezultati testiranja so prikazani v preglednici 3. 
Preglednica 3: Zaviralna aktivnost spojin na DNA-girazi iz S. aureus. 
Spojina 
RA 










13 53 84 / 1 
22 / 19 60 0,01 
32 / 60 88 0,2 
 
Opažena aktivnost je, v primerjavi z aktivnostjo na DNA-girazo iz E. coli, občutno šibkejša, 
kar je seveda posledica razlik v zgradbi encima ter posledično spremenjenih interakcij med 
spojino ter vezavnim mestom. Tudi tu opazimo največjo aktivnost pri spojini 22. 
Preverjena je bila tudi aktivnost spojin 19, 22 in 32 na rekombinantno topoizomerazo IV iz 
S. aureus. IC50 vrednosti so sledeče: 5 μM za spojino 19, 75 nM za spojino 22  in  0,8 μM za 
spojino 32. Tudi tukaj je zaviralna aktivnost spojine 22 neprimerljivo večja z ostalima dvema, 




so pa v primerjavi z zaviralno aktivnostjo na DNA-girazo te vrednosti višje, kar pomeni 
nižjo aktivnost. 
Rezultata aktivnosti spojine 19 in 32 na DNA-girazo iz S. aureus sta relevantna z vidika 
ocene vpliva siderofornega fragmenta na jakost vezave v encimsko mesto. Tudi tukaj je 
aktivnost spojine 32 približno šest krat višja kot pri spojini 19, gre torej za enako povečanje 
aktivnosti kot pri DNA-girazi iz E. coli. Iz opaženega je moč sklepati, da tvorba dodatnih 
hidrofobnih interakcij in/ali vodikovih vezi z omenjenim hidrofobnim žepom poveča jakost 
delovanja zaviralca, kar je pomembno vodilo nadaljnjih načrtovanj oz. optimizacij tovrstnih 
zaviralcev. 
Za spojini 13 in 22 je bila preverjena tudi aktivnost na človeško topoizomerazo II. Za spojino 
13 aktivnost ni bila opažena, pri spojini 22 pa znaša IC50 17,9 μM. Tovrstna testiranja so 
pomembna z vidika ugotavljanja toksičnosti spojin za človeka, predstavljajo pa tudi 
pomemben pristop pri odkrivanju morebitnih novih načinov uporabe spojin. 
  




5.3.2 Protibakterijsko delovanje 
Končnim spojinam smo določili tudi zaviranje bakterijske rasti pri po Gramu pozitivnih 
bakterijah S. aureus, E. faecium, E. faecalis ter po Gramu negativni bakteriji E. coli. 
Preglednica 4: Minimalna inhibitorna koncentracija končnih spojin. 
 
Rezultati protibakterijskega delovanja so predstavljeni kot minimalna inhibitorna 
koncentracija, ki predstavlja koncentracijo, pri kateri je rast bakterij zavrta vsaj 90%. 
Rezultati MIC so zajeti v preglednici 4. Pri po Gramu negativni bakteriji ni bilo opaženega 
protibakterijskega delovanja pri testiranih koncentracijah. Največjo aktivnost pri po Gramu 
pozitivnih bakterijah izkazuje spojina 22, ki ji sledi spojina 13.  
Vsekakor je bila odsotnost oz. prisotnost šibkega protibakterijskega delovanja pričakovan, 
saj je tarča delovanja zaviralcev DNA-giraze locirana v citosolu bakterije. Konjugati 
zaviralcev s siderofori se v naših primerih niso izkazali za učinkovite. Zanimivo bi bilo 
primerjati protibakterijsko učinkovitost spojine 22 s spojino 11, ki ju loči le dodatna 
hidroksilna skupina. 
Kljub slabi protibakterijski aktivnosti ponuja spojina 22 dobro izhodišče za nadaljnjo 
optimizacijo bodisi v smislu pripenjanja strukturno drugačnih sideroforov bodisi v smislu 
spreminjanja fizikalno-kemijskih lastnosti spojine, ki so za prehod preko celične stene ter 
membrane bistvenega pomena.   










7 >64 >64 64 >64 
13 64 39 0.5 >64 
19  >64 >64 32 >64 
22 16 1.21 2 >64 
32 >64 >64 >64 >64 






Načrtovanje in sinteza zaviralcev DNA-giraze B z benzotiazolnim osnovnim ogrodjem ter 
njihovih konjugatov s siderofori sta v okviru te magistrske naloge pripeljali do sinteze 
končnih spojin 7, 13, 19, 22 in 32. Spojine smo z ustreznimi metodami okarakterizirali 
(identifikacija, čistost) in testirali njihovo encimsko zaviralno ter protibakterijsko delovanje. 
Izhajajoč iz že odkritih benzotiazolnih zaviralcev (4, 11) smo v prvem sklopu izvedli 
modifikacijo karboksilne skupine do hidroksamske kisline v spojinah 7 in 13. Uvedba 
hidroksamske strukture doda spojini sideroforne lastnosti, to pa odpira možnost izkoriščanja 
aktivnega transporta železa v celico za transport spojine preko membran bakterijske celice. 
Pri načrtovanju spojin 7 in 13 smo predvidevali, da bodo interakcije med hidroksamsko 
skupino z aminokislinskim ostankom Arg136 podobne kot pri karboksilni skupini, vendar 
se aktivnost, zaradi manjše kislosti, na encimskem nivoju (DNA-giraza iz E. coli) znatno 
zmanjša.  
V naslednjem koraku smo modificirali benzotiazolni obroč tako, da smo uvedli hidroksilno 
skupino na mesto 4. Sinteza derivata (17) je botrovala sintezi vseh nadaljnjih končnih spojin 
(19, 22, 32) in je tudi v pogledu nadaljnjega razvoja benzotiazolnih zaviralcev izrednega 
pomena, saj lahko s substitucijo hidroksilne skupine z različnimi derivati izboljšamo tako 
vezavne lastnosti spojine v aktivno mesto, kar rezultira v večji aktivnosti spojine, kakor tudi 
fizikalno-kemijske lastnosti, ki so pomembne z vidika permeabilnosti. 
Spojini 19 in 22 izkazujeta zaviralno aktivnost na DNA-girazi iz E. coli, pri tem je spojina 
22 boljši zaviralec, ki v nanomolarnem območju zavira tudi DNA-girazo iz S. aureus. 
Spojina 32 je sintezno najzahtevnejša in izkazuje na encimskem nivoju zaviralno aktivnost 
v nanomolarnem območju (E. coli), na bakterijskem nivoju pa učinek izostane. Splošno 
gledano sta pri zaviranju rasti bakterij najuspešnejši spojini 13 in 22, ki zavirata rast 
testiranih po Gramu pozitivnih bakterij, ni pa nobena spojina učinkovita v zaviranju rasti po 
Gramu negativnih bakterij. 
Izsledki eksperimentalnega dela magistrske naloge podajajo številne sintezne postopke, 
pomembne za nadaljnjo optimizacijo, dognanja biokemijskih testiranj pa so pomembna s 
stališča nadaljnjega načrtovanja in optimizacije tovrstnih benzotiazolnih zaviralcev DNA-
giraze.  
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